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DESCRIPCIÓN 

Compuestos de pladienolida piridina y métodos de uso 

Antecedentes 

La presente invención proporciona nuevos compuestos orgánicos y composiciones farmacéuticas que contienen 
este tipo de compuestos. Estos compuestos pueden ser útiles en el tratamiento del cáncer, particularmente los 5 
cánceres en los que se sabe que son útiles los agentes que fijan como objetivo el espliceosoma y mutaciones en el 
mismo. 

En los organismos eucariotas, los ARN mensajeros recién sintetizados tienen típicamente múltiples intrones, que se 
escinden para proporcionar el ARNm maduro. El espliceosoma es un complejo de múltiples subunidades que realiza 
esta tarea. El espliceosoma consiste en cinco pequeños ARN nucleares (ARNsn; U1-6) en combinación con una 10 
diversidad de proteínas. Se han encontrado mutaciones en los genes del espliceosoma en diversos tipos de 
cánceres. 

Por ejemplo, las mutaciones en la subunidad 1 del factor 3B de corte y empalme (SF3B1) del espliceosoma existen 
en un cierto número de cánceres y comprenden una diana para los agentes anticancerígenos. Dichos cánceres 
incluyen, pero no se limitan a síndrome mielodisplásico (MDS, por sus siglas en inglés), leucemia, tal como leucemia 15 
linfocítica crónica (CLL, por sus siglas en inglés), leucemia mielomonocítica crónica (CMML, por sus siglas en inglés) 
y leucemia mieloide aguda (AML, por sus siglas en inglés) y tumores sólidos tales como cáncer de mama y cáncer 
de melanoma uveal. 

Compuestos aislados de la bacteria Streptomyces platensis (Sakai, Takashi; Sameshima, Tomohiro; Matsufuji, 
Motoko; Kawamura, Naoto; Dobashi, Kazuyuki; Mizui, Yoshiharu. Pladienolides, New Substances from Culture of 20 
Streptomyces platensis Mer-11107. I. Taxonomy, Fermentation Isolation and Screening. The Journal of Antibiotics. 
2004, Vol. 57, Nº 3) se denominaron pladienólidos y se descubrieron durante el rastreo de inhibidores del promotor 
del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, por sus siglas en inglés), inhiben la expresión de un gen 
informador controlado por el promotor de VEGF humano, cuya inhibición se sabe que es un mecanismo de acción 
útil para los agentes anticancerígenos. 25 

Estos compuestos también inhiben la proliferación de células de glioma humano U251 in vitro. El más potente de 
estos compuestos, Pladienolida B, inhibe la expresión génica fomentada por VEGF con una CI50 de 1,8 nM, e inhibe 
la proliferación de células de glioma con una CI50 de 3,5 nM. Se conoce la estructura de la pladienolida B (Sakai, 
Takashi; Sameshima, Tomohiro; Matsufuji, Motoko; Kawamura, Naoto; Dobashi, Kazuyuki; Mizui, Yoshiharu. 
Pladienolides, New Substances from Culture of Streptomyces platensis Mer-11107. II. Physico-chemical Properties 30 
and Structure Elucidation. The Journal of Antibiotics, Vol. 57, Nº 3. (2004)) y se sabe que la pladienolida B fija como 
objetivo el espliceosoma SF3b para inhibir el corte y empalme y alterar el patrón de la expresión génica (Kotake et 
al., "Splicing factor SF3b as a target of the antitumoral natural product pladienolide", Nature Chemical Biology 2007, 
3, 570-575). 

También se conocen determinados compuestos de pladienolida B, así como otros compuestos de pladienolida, tal 35 
como se describe en las siguientes solicitudes de patente: WO 2002/060890; WO 2004/011459; WO 2004/011661; 
WO 2004/050890; WO 2005/052152; WO 2006/009276; y WO 2008/126918. Por ejemplo, un compuesto de 
pladienolida, (8E,12E,14E)-7-((4-cicloheptilpiperazin-1-il)carbonil)oxi-3,6,16,21-tetrahidroxi-6,10,12,16,20-pentametil-
18,19-epoxitricosa-8,12,14-trien-11-olida, también conocido como E7107, es un derivado semisintético del producto 
natural pladienolida D, y se han reseñado los resultados de su estudio de Fase I. 40 

Sin embargo, se necesitan agentes adicionales útiles en el tratamiento del cáncer, particularmente cánceres en los 
que se sabe que son útiles los agentes que fijan como objetivo el espliceosoma y mutaciones en el mismo. 

Sumario de la invención 

El propósito de la presente invención es proporcionar un compuesto de fórmula 1 ("Compuesto 1"), un compuesto de 
fórmula 2 ("Compuesto 2"), un compuesto de fórmula 3 ("Compuesto 3") y un compuesto de fórmula 4 ("Compuesto 45 
4"): 
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y sus sales farmacéuticamente aceptables. 

Un propósito adicional de la presente invención es proporcionar composiciones farmacéuticas que comprendan el 5 
Compuesto 1, el Compuesto 2, el Compuesto 3, el Compuesto 4, o una sal farmacéuticamente aceptable de los 
mismos. Dichas composiciones farmacéuticas pueden formularse con uno o más vehículos farmacéuticamente 
aceptables. Dichas composiciones se formulan para su uso a través de diversas vías de administración 
convencionales, incluida la administración intravenosa, oral, subcutánea o intramuscular. 

La presente invención también puede referirse a los compuestos para uso en un método para tratar a un sujeto con 10 
cáncer, que comprende administrar al sujeto una cantidad de Compuesto 1, Compuesto 2, Compuesto 3, 
Compuesto 4, o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, eficaz para producir una respuesta 
terapéuticamente beneficiosa. El cáncer puede ser el síndrome mielodisplásico, leucemia, tal como leucemia 
linfocítica crónica, leucemia linfoblástica aguda, leucemia mielomonocítica crónica o leucemia mieloide aguda, o un 
tumor sólido, tal como cáncer de colon, cáncer de páncreas, cáncer de endometrio, cáncer de ovario, cáncer de 15 
mama, melanoma uveal, cáncer gástrico, colangiocarcinoma, cáncer de pulmón o cualquier subconjunto de los 
mismos. El cáncer puede dar positivo para una o más mutaciones en un gen o una proteína de espliceosoma, tal 
como las que se enumeran en la Tabla 1. 

La presente invención describe también el uso de Compuesto 1, Compuesto 2, Compuesto 3, Compuesto 4, o una 
sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, en un método de tratamiento terapéutico, p. ej., tratamiento de un 20 
cáncer. El cáncer puede ser el síndrome mielodisplásico, leucemia, tal como leucemia linfocítica crónica, leucemia 
linfoblástica aguda, leucemia mielomonocítica crónica o leucemia mieloide aguda, o un tumor sólido, tal como cáncer 
de colon, cáncer de páncreas, cáncer de endometrio, cáncer de ovario, cáncer de mama, melanoma uveal, cáncer 
gástrico, colangiocarcinoma, cáncer de pulmón o cualquier subconjunto de los mismos. El cáncer puede dar positivo 
para una o más mutaciones en un gen o una proteína de espliceosoma, tal como las que se enumeran en la Tabla 1. 25 

La presente invención también se puede referir al uso de Compuesto 1, Compuesto 2, Compuesto 3, Compuesto 4, 
o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, en la preparación de un medicamento. En particular, el 
medicamento puede ser para el tratamiento del cáncer. El cáncer puede ser el síndrome mielodisplásico, leucemia, 
tal como leucemia linfocítica crónica, leucemia linfoblástica aguda, leucemia mielomonocítica crónica o leucemia 
mieloide aguda, o un tumor sólido, tal como cáncer de colon, cáncer de páncreas, cáncer de endometrio, cáncer de 30 
ovario, cáncer de mama, melanoma uveal, cáncer gástrico, colangiocarcinoma, cáncer de pulmón o cualquier 
subconjunto de los mismos. El cáncer puede dar positivo para una o más mutaciones en un gen o una proteína de 
espliceosoma, tal como las que se enumeran en la Tabla 1. 

La presente invención describe, además, el uso de Compuesto 1, Compuesto 2, Compuesto 3, Compuesto 4, o una 
sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, para fijar como objetivo el espliceosoma, p. ej., la subunidad 1 del 35 
espliceosoma SF3B. 
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Breve descripción de los dibujos 

LA FIG 1 muestra los resultados de un estudio farmacocinético (PK) en ratones CD-1 a los que se administró el 
Compuesto 2 en dosis de 5 mg/kg por vía intravenosa (IV) o 10 mg/kg de administración oral (PO, por sus siglas en 
inglés). 

LA FIG 2 muestra la eficacia del Compuesto 2 en un modelo de xenoinjerto de ratón Nalm-6 (línea de células pre-B 5 
humanas) con una mutación SF3B1K700E diseñada. A los ratones se les administró 2,5, 5 o 10 mg/kg de Compuesto 
2 una vez al día (QD) durante 14 días y el volumen del tumor se midió a lo largo de un período de 40 días. 

LA FIG 3 muestra el análisis farmacocinético y farmacodinámico de Compuesto 2 en un modelo de xenoinjerto 
Nalm-6 (línea de células pre-B humanas) con una mutación SF3B1K700E diseñada. A los ratones se les administró 
una dosis de 10 mg/kg de PO de Compuesto 2 y se determinaron la concentración tumoral (µg/g) y el cambio 10 
porcentual en la expresión de Pre-EIF4A1 (el pre-ARNm del transcrito EIF4A1) y SLC25A19 (el ARNm maduro del 
transcrito SLC25A19) en relación con el vehículo. 

LA FIG 4 muestra los resultados de un ensayo de viabilidad celular con el Compuesto 2 en la línea celular de cáncer 
PANC0504 (SF3B1MUT) (PANC 05.04 mutante) en comparación con las líneas celulares de cáncer pancreático 
SF3B1 de tipo salvaje BXPC3, HPAFII, PANC0403, PANC1005, CFPAC1 y MIAPACA2. 15 

LA FIG 5 muestra la modulación del corte y empalme alternativo para E7107 y Compuesto 2 (cmpd 2) basado en el 
análisis de Nanostring. Los "+" y "-" indican valores positivos o negativos, respectivamente, en la clave de sombra, 
que indica los niveles variables de expresión de las diferentes uniones de corte y empalme. 

LA FIG 6 muestra los resultados de un estudio de PK en ratones CD-1 a los que se administró Compuesto 1 en 
dosis de 5 mg/kg por vía intravenosa (IV) o 12 mg/kg de administración oral (PO). 20 

LA FIG 7 muestra la eficacia de Compuesto 1 en un modelo de xenoinjerto de ratón Nalm-6 con una mutación 
SF3B1K700E diseñada. A los ratones se les administraron 7,5 o 10 mg/kg de Compuesto 1 una vez al día (QD) 
durante 14 días, y el volumen del tumor se midió a lo largo de un período de 30 días. 

LA FIG 8 muestra el análisis farmacocinético y farmacodinámico de Compuesto 1 en un modelo de xenoinjerto 
Nalm-6 con una mutación de SF3B1K700E diseñada. A los ratones se les administró una dosis única PO del 25 
Compuesto 1 y se determinaron la concentración tumoral (µg/g) y el cambio en la expresión de Pre-EIF4A1 (el pre-
ARNm del transcrito de EIF4A1) y SLC25A19 (el ARNm maduro del transcrito de SLC25A19) con relación al 
vehículo. 

LA FIG 9 muestra los resultados de un estudio de PK en ratones CD-1 a los que se administró el Compuesto 3 en 
dosis de 5,964 mg/kg por vía intravenosa (IV) o 13,307 mg/kg de administración oral (PO). 30 

LA FIG 10 muestra los resultados de un estudio de PK en ratones CD-1 a los que se administró el Compuesto 4 en 
dosis de 5 mg/kg por vía intravenosa (IV) o 10 mg/kg de administración oral (PO). 

Descripción detallada de determinadas realizaciones 

A. Definiciones 

Tal como se utiliza en esta memoria, se aplicarán las siguientes definiciones a menos que se indique lo contrario. 35 

"Isómeros" se refiere a compuestos que tienen el mismo número y tipo de átomos y, por lo tanto, el mismo peso 
molecular, pero que difieren con respecto a la disposición o configuración de los átomos. "Estereoisómeros" se 
refiere a compuestos que tienen la misma conectividad atómica, pero diferentes disposiciones de sus átomos en el 
espacio. "Diastereoisómeros" o "diastereómeros" se refiere a estereoisómeros que no son enantiómeros. 
"Enantiómeros" se refiere a estereoisómeros que son imágenes especulares no superponibles entre sí. "Isómeros 40 
geométricos" se refiere a isómeros cis-trans que tienen diferentes posiciones de grupos con respecto a un doble 
enlace o anillo o átomo central. 

Los enantiómeros enseñados en esta memoria pueden incluir isómeros "enantioméricamente puros" que 
comprenden sustancialmente un solo enantiómero, por ejemplo, mayor o igual al 90%, 92%, 95%, 98% o 99%, o 
igual al 100% de un solo enantiómero, en un centro o centros asimétricos particulares. Un "centro asimétrico" o 45 
"centro quiral" se refiere a un átomo de carbono tetraédrico que comprende cuatro sustituyentes diferentes. 
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"Estereoméricamente puro", tal como se utiliza en esta memoria, significa un compuesto o composición del mismo 
que comprende un estereoisómero de un compuesto y está sustancialmente libre de otros estereoisómeros de ese 
compuesto. Por ejemplo, una composición estereoméricamente pura de un compuesto que tiene un centro quiral 
estará sustancialmente libre del enantiómero opuesto del compuesto. Una composición estereoméricamente pura de 
un compuesto que tiene dos centros quirales estará sustancialmente libre de diastereómeros y sustancialmente libre 5 
del enantiómero opuesto del compuesto. Un compuesto estereoméricamente puro típico comprende más de 
aproximadamente 80% en peso de un estereoisómero del compuesto y menos de aproximadamente 20% en peso 
de los otros estereoisómeros del compuesto, más preferiblemente más que aproximadamente 90% en peso de un 
estereoisómero del compuesto y menos de aproximadamente 10% en peso de los otros estereoisómeros del 
compuesto, incluso más preferiblemente más de aproximadamente 95% en peso de un estereoisómero del 10 
compuesto y menos de aproximadamente 5% en peso de los otros estereoisómeros del compuesto, y lo más 
preferiblemente más de aproximadamente 97% en peso de un estereoisómero del compuesto y menos de 
aproximadamente 3% en peso de los otros estereoisómeros del compuesto. Véase, p. ej., la patente de EE.UU. nº 
7.189.715. 

"R" y "S" como términos que describen isómeros son descriptores de la configuración estereoquímica en un átomo 15 
de carbono asimétricamente sustituido. La designación de un átomo de carbono asimétricamente sustituido como 
"R" o "S" se realiza mediante la aplicación de las reglas de prioridad de Cahn-Ingold-Prelog, como son bien 
conocidas por los expertos en la técnica, y se describen en las Reglas de la International Union of Pure and Applied 
Chemistry (IUPAC) para la Nomenclatura de la Química Orgánica. Sección E, Estereoquímica. 

"Tratamiento", "tratar" o "tratando" el cáncer se refiere a revertir (p. ej., superar un bloqueo de diferenciación de las 20 
células), aliviar (p. ej., aliviar uno o más síntomas, tales como fatiga por anemia, recuento sanguíneo bajo, etc.), y/o 
retrasar la progresión de (p. ej., retrasar la progresión de la afección tal como la transformación a AML) un cáncer tal 
como se describe en esta memoria. 

"Sujeto", tal como se utiliza en esta memoria, significa un sujeto animal, preferiblemente un sujeto mamífero, y 
particularmente seres humanos. 25 

"Soporte farmacéuticamente aceptable", tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a un soporte, adyuvante o 
vehículo no tóxico que no destruye la actividad farmacológica del compuesto con el que se formula. Soportes, 
adyuvantes o vehículos farmacéuticamente aceptables que pueden utilizarse en las composiciones de esta 
invención incluyen, pero no se limitan a intercambiadores de iones, alúmina, estearato de aluminio, lecitina, 
proteínas del suero, tales como albúmina de suero humano, sustancias tampón, tales como fosfatos, glicina, ácido 30 
sórbico, sorbato de potasio, mezclas de glicéridos parciales de ácidos grasos vegetales saturados, agua, sales o 
electrolitos, tales como sulfato de protamina, hidrógeno-fosfato disódico, hidrógeno-fosfato de potasio, cloruro 
sódico, sales de zinc, sílice coloidal, trisilicato de magnesio, polivinilpirrolidona, sustancias basadas en celulosa, 
polietilenglicol, ciclodextrinas, carboximetilcelulosa sódica, poliacrilatos, ceras, polímeros de bloque de polietileno-
polioxipropileno, polietilenglicol y grasa de lana. 35 

Una "sal farmacéuticamente aceptable" es una sal que retiene la actividad biológica deseada del compuesto 
precursor y no imparte efectos toxicológicos no deseados. Ejemplos de sales de este tipo son: (a) sales por adición 
de ácido formadas con ácidos inorgánicos, por ejemplo ácido clorhídrico, ácido bromhídrico, ácido sulfúrico, ácido 
fosfórico, ácido nítrico y similares; y sales formadas con ácidos orgánicos, por ejemplo ácido acético, ácido oxálico, 
ácido tartárico, ácido succínico, ácido maleico, ácido fumárico, ácido glucónico, ácido cítrico, ácido málico, ácido 40 
ascórbico, ácido benzoico, ácido tánico, ácido palmítico, ácido algínico, ácido poliglutámico, ácido naftalenosulfónico, 
ácido metanosulfónico, ácido p-toluenosulfónico, ácido naftalenodisulfónico, ácido poligalacturónico y similares; y (b) 
sales formadas a partir de aniones elementales, tales como cloro, bromo y yodo. Véase, p. ej., Haynes et al., 
"Commentary: Occurrence of Pharmaceutically Acceptable Anions and Cations in the Cambridge Structural 
Database", J. Pharmaceutical Sciences, vol. 94, nº 10 (2005), y Berge et al., "Pharmaceutical Salts", J. 45 
Pharmaceutical Sciences, vol. 66, nº 1 (1977), que se incorporan como referencia en esta memoria. 

B. Compuestos 

A menos que se establezca lo contrario, compuestos representados en esta memoria pueden incluir mezclas del 
compuesto representado en esta memoria, y cualquiera de las formas enantioméricas, diastereoméricas y 
geométricas (o conformacionales) de la estructura; por ejemplo, las configuraciones R y S para cada uno de los 50 
centros asimétricos, los isómeros de doble enlace (Z) y (E) y los isómeros conformacionales (Z) y (E). A menos que 
se establezca lo contrario, los compuestos representados en esta memoria que coexisten con formas tautoméricas 
están dentro del alcance de la invención. Adicionalmente, a menos que se indique lo contrario, las estructuras 
representadas en esta memoria también pretenden incluir compuestos que difieren solo en la presencia de uno o 
más átomos enriquecidos con isótopos. Por ejemplo, compuestos que tienen las presentes estructuras, a excepción 55 
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del reemplazo de hidrógeno por deuterio o tritio, o el reemplazo de un carbono por un carbono enriquecido en 13C o 
14C están dentro del alcance de esta invención. Este tipo de compuestos pueden ser útiles, por ejemplo, como 
herramientas analíticas o sondas en ensayos biológicos. 

En esta memoria, de acuerdo con algunas realizaciones, se proporciona un compuesto de fórmula 1 ("Compuesto 
1"), un compuesto de fórmula 2 ("Compuesto 2"), un compuesto de fórmula 3 ("Compuesto 3") y un compuesto de 5 
fórmula 4 ("Compuesto 4"): 

 
 

 

y sus sales farmacéuticamente aceptables. 10 

C. Formulaciones farmacéuticas 

Los compuestos de la presente invención se pueden combinar con un soporte farmacéuticamente aceptable para 
proporcionar formulaciones farmacéuticas de los mismos. La elección particular de soporte y formulación dependerá 
de la vía particular de administración para la cual está destinada la composición. 

Las composiciones farmacéuticas de la presente invención pueden formularse adecuadamente para administración 15 
por vía parenteral, oral, por inhalación, tópica, rectal, nasal, bucal, vaginal o de depósito implantado, etc. El término 
"parenteral", tal como se utiliza en esta memoria, incluye inyección subcutánea, intravenosa, intramuscular, intra-
articular, intra-sinovial, intraesternal, intratecal, intrahepática, intralesional o técnicas de infusión. En realizaciones 
particulares, los compuestos se administran por vía intravenosa, oral, subcutánea o por administración 
intramuscular. Formas inyectables estériles de las composiciones de esta invención pueden ser una suspensión 20 
acuosa u oleaginosa. Estas suspensiones pueden formularse de acuerdo con técnicas conocidas en la técnica 
utilizando agentes dispersantes o humectantes y agentes de suspensión adecuados. La preparación inyectable 
estéril puede ser también una solución o suspensión inyectable estéril en un diluyente o disolvente no tóxico, 
parenteralmente aceptable, por ejemplo, como una solución en 1,3-butanodiol. Entre los vehículos y disolventes 
aceptables que pueden emplearse están el agua, solución de Ringer y solución isotónica de cloruro sódico. Además, 25 
los aceites fijos estériles se emplean convencionalmente como un disolvente o medio de suspensión. 

Para este propósito, se puede emplear cualquier aceite fijo insípido, incluyendo mono- o di-glicéridos sintéticos. 
Ácidos grasos, tales como el ácido oleico y sus derivados de glicéridos, son útiles en la preparación de inyectables, 
al igual que los aceites naturales farmacéuticamente aceptables, tales como el aceite de oliva o el aceite de ricino, 
especialmente en sus versiones polioxietiladas. Estas soluciones o suspensiones de aceite también pueden 30 
contener un diluyente o dispersante de alcohol de cadena larga, tal como carboximetilcelulosa, o agentes 
dispersantes similares que se utilizan comúnmente en la formulación de formas de dosificación farmacéuticamente 
aceptables que incluyen emulsiones y suspensiones. Otros tensioactivos comúnmente utilizados, tales como 
Tweens, Spans y otros agentes emulsionantes o potenciadores de la biodisponibilidad que se utilizan comúnmente 
en la fabricación de formas sólidas, líquidas u otras formas de dosificación farmacéuticas aceptables, también se 35 
pueden utilizar para los fines de la formulación. 

E15727125
19-02-2019ES 2 712 401 T3

 



7 

 

Para la administración oral, se puede proporcionar un compuesto en una forma de dosificación oral aceptable, que 
incluye, pero no se limita a cápsulas, comprimidos, suspensiones o soluciones acuosas. En el caso de comprimidos 
para uso oral, los vehículos comúnmente utilizados incluyen lactosa y almidón de maíz. También se pueden añadir 
agentes lubricantes, tales como estearato de magnesio. Para la administración oral en forma de cápsula, diluyentes 
útiles incluyen lactosa y almidón de maíz seco. Cuando se requieren suspensiones acuosas para uso oral, el 5 
ingrediente activo se combina con un agente emulsionante y/o de suspensión. Si se desea, también se pueden 
añadir determinados agentes edulcorantes, saboreantes o colorantes. 

D. Sujetos y métodos de uso 

Un compuesto de la presente invención se puede utilizar para tratar diversos tipos de cánceres, incluidos los que 
responden a agentes que fijan como objetivo SF3B1. Tal como se señaló arriba, se informa que la actividad 10 
antitumoral de pladienolida B está ligada a su fijación como objetivo del complejo SF3b, que inhibe el corte y 
empalme y altera el patrón de la expresión génica (Kotake et al., "Splicing factor SF3b as a target of the antitumor 
natural product pladienolide," Nature Chemical Biology 2007, 3, 570-575). Se sabe que mutaciones en los genes del 
espliceosoma, tal como la proteína de la subunidad 1 del factor 3B de corte y empalme (SF3B1), están implicadas 
en un cierto número de cánceres, tales como tumores malignos hematológicos y tumores sólidos. Scott et al, 15 
"Acquired mutations that affect pre-mRNA splicing in hematologic malignancies and solid tumors," JNCI 105, 20, 
1540-1549. 

Tumores malignos hematológicos pueden incluir cánceres de la sangre (leucemia) o cánceres de los ganglios 
linfáticos (linfomas). Las leucemias pueden incluir leucemia linfoblástica aguda (ALL, por sus siglas en inglés), 
leucemia mielógena aguda (AML, por sus siglas en inglés), leucemia linfocítica crónica (CLL, por sus siglas en 20 
inglés), leucemia mielógena crónica (CML, por sus siglas en inglés), leucemia mielomonocítica crónica (CMML), 
leucemia monocítica aguda (AMoL, por sus siglas en inglés), etc. Los linfomas pueden incluir linfoma de Hodgkin y 
linfoma no Hodgkin. Otros tumores malignos hematológicos pueden incluir el síndrome mielodisplásico (MDS, por 
sus siglas en inglés). 

Los tumores sólidos pueden incluir carcinomas, tales como adenocarcinoma, p. ej., cáncer de mama, cáncer de 25 
páncreas, cáncer de próstata, cáncer de colon o colorrectal, cáncer de pulmón, cáncer gástrico, cáncer de cérvix, 
cáncer de endometrio, cáncer de ovario, colangiocarcinoma, glioma, melanoma, etc. 

Un compuesto de la presente invención también se puede utilizar para tratar cánceres que pueden responder a 
agentes que fijan como objetivo un gen o una proteína de espliceosoma distinta de SF3B1. Los siguientes ejemplos 
son ilustrativos de algunos de los diversos cánceres que pueden responder a agentes que fijan como objetivo el 30 
espliceosoma, y no pretenden limitar el alcance de la invención de ninguna manera. Por lo tanto, los compuestos de 
la presente invención pueden administrarse a sujetos para tratar una diversidad de este tipo de cánceres o 
afecciones, tales como pacientes o sujetos afectados por: 

a) Síndrome mielodisplásico (MDS): Véase, p. ej., "SF3B1 mutations in myelodysplastic syndromes: clinical associa-
tions and prognostic implications," Damm F. et al. Leukemia, 2011, 1-4; "Frequent pathway mutations in 35 
splicingmachinery in myelodysplasia, Yoshida K. et al, Nature, 2011, 478, 64-69; "Clinical significance of SF3B1 
mutationsin myelodysplastic syndromes and myelodysplastic/myeloproliferative neoplasms," Malcovati L. et al., 
Blood, 2011,118, 24, 6239-6246; "Mutations in the spliceosome machinery, a novel and ubiquitous pathway in 
leukemogenesis,"Makishima et al, Blood, 2012, 119, 3203-3210; "Somatic SF3B1 mutation in myelodysplasia with 
ring sideroblasts,"Pappaemannuil, E. et al, New England J. Med. 2011, DOI 10.1056/NEJMoa1 103283. 40 

b) Leucemia linfocítica crónica (CLL): Véase, p. ej., "Defects in the spliceosomal machinery: a new pathway of leu-
kaemogenesis," Maciejewski, J.P., Padgett, R.A., Br. J. Haematology, 2012, 1-9; "Mutations in the SF3B1 
splicingfactor in chronic lymphocytic leukemia: associations with progression and fludarabine-refractoriness," Rossi et 
al,Blood, 2011, 118, 6904-6908; "Exome sequencing identifies recurrent mutations of the splicing factor SF3B1 gene 
in chronic lymphocytic leukemia," Quesada et al, Nature Genetics, 2011, 44, 47-52. 45 

c) Leucemia mielomonocítica crónica (CMML): Véase, p. ej., Yoshida et al, Nature 2011; "Spliceosomal gene 
mutationsare frequent events in the diverse mutational spectrum of chronic myelomonocytic leukemia but largely 
absent in juvenile myelomonocytic leukemia," Kar S.A. et al, Haematologia, 2012, DOI: 
10.3324/haematol.2012.064048; De-Boever et al., "Transcriptome sequencing reveals potential mechanism of cryptic 
3’ splice site selection in SF3B1-mutated cancers," PLOS Computational Biology, 2013, DOI: 50 
10.1371/journal.pcbi.1004105. 

d) Leucemia mieloide aguda (AML): Véase, p. ej., Malcovati et al, Blood 2011; Yoshida et al, Nature 2011. 
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e) Cáncer de mama: Véase, p. ej.,” Whole genome analysis informs breast cancer response to aromatase inhibition," 
Elliset al., Nature, 2012, 486, 353-360; DeBoever et al., "Transcriptome sequencing reveals potential mechanism 
ofcryptic 3’ splice site selection in SF3B1-mutated cancers," PLOS Computational Biology, 2013, DOI: 10.1371/jour-
nal.pcbi.1004105; Maguire et al., "SF3B1 mutations constitute a novel therapeutic target in breast cancer," J Pathol 
2015, 235, 571-580. 5 

f) Melanoma uveal: Véase, p. ej., "SF3B1 mutations are associated with alternative splicing in uveal melanoma," 
Furney et al., Cancer Disc. 2013, 10, 1122-1129; DeBoever et al., "Transcriptome sequencing reveals potential 
mechanismof cryptic 3’ splice site selection in SF3B1-mutated cancers," PLOS Computational Biology, 2013, DOI: 
10.1371/journal.pcbi.1004105. 

g) Cáncer de endometrio: Véase, p. ej., Tefferi et al., "Myelodysplastic syndromes." N Engl J Med. 2009; 361:1872-10 
85. 

h) Cáncer gástrico: Véase, p. ej., Int J Cancer. Julio 2013;133(1):260-5, "Mutational analysis of splicing machinery 
genes SF3B1, U2AF1 and SRSF2 in myelodysplasia and other common tumors." Je et al 

i) Cáncer de ovario: Véase, p. ej., Int J Cancer. Julio 2013;133(1):260-5, "Mutational analysis of splicing machinery 
genes SF3B1, U2AF1 and SRSF2 in myelodysplasia and other common tumors." Je et al. 15 

j) Cánceres del tracto biliar, tales como colangiocarcinoma y cáncer de páncreas: Véase, p. ej., Biankin et al., 
"Pancreatic cancer genomes reveal aberrations in axon guidance pathway genes," Nature 2012, 491, 399-405. 

k) Cáncer de pulmón: Véase, p. ej., "Exome sequencing identifies recurrent mutations of the splicing factor SF3B1 
gene in chronic lymphocytic leukemia," Quesada et al., Nature Genetics 44, 47-52 (2012); Scott et al., "Acquired 
mutations that affect pre-mRNA splicing in hematologic malignancies and solid tumors," JNCI 105, 20, 1540-1549. 20 

Además, el Catálogo de mutaciones somáticas en cáncer (COSMIC) (Wellcome Trust Sanger Institute, Genome 
Research Limited, Inglaterra) informa que se han encontrado mutaciones de SF3B1 en diversos tipos de muestras 
de cáncer. 

Un compuesto de la presente invención se puede administrar a un sujeto en una cantidad de tratamiento eficaz o 
terapéuticamente eficaz. La cantidad de un compuesto de la presente invención que puede combinarse con un 25 
material de soporte para producir una composición en una única forma de dosificación variará dependiendo del 
sujeto tratado y de la vía de administración particular. Preferiblemente, las composiciones deben formularse de 
modo que se pueda administrar una dosis de entre 0,01 - 100 mg/kg de peso corporal/día del agente activo a un 
sujeto que recibe estas composiciones. En determinadas realizaciones, las composiciones de la presente invención 
proporcionan una dosis de 0,01 mg a 50 mg. En otras realizaciones, se proporciona una dosis de 0,1 mg a 25 mg o 30 
de 5 mg a 40 mg. 

También debe entenderse que una dosis y un régimen de tratamiento específicos para un paciente en particular 
dependerán de una diversidad de factores, incluida la actividad del compuesto específico empleado, la edad, el peso 
corporal, la salud general, el sexo, la dieta, el tiempo de la administración, la tasa de excreción, la combinación de 
fármacos, el juicio del médico tratante y la gravedad de la enfermedad en particular que se está tratando. La 35 
cantidad de agente activo de la presente invención en la composición también dependerá del compuesto/sal 
particular en la composición. 

En algunas realizaciones, el cáncer se analiza y/o es positivo para una o más mutaciones en un gen o proteína del 
espliceosoma, en donde la presencia de la o las mutaciones ("positiva(s)") puede indicar que el cáncer del sujeto 
responde a un método de tratamiento que comprende la administración de un compuesto que fija como objetivo a 40 
esta proteína y/o al espliceosoma. Ejemplos de genes de espliceosoma de este tipo incluyen, pero no se limitan a 
los presentados en la Tabla 1. 

Tabla 1: Genes del espliceosoma y potenciales enfermedades afectadas. 

Gen del espliceosoma Enfermedad(es) 

Subunidad 1 del factor 3B de corte y empalme (SF3B1) véanse los listados de arriba 
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Gen del espliceosoma Enfermedad(es) 

U2 pequeño factor auxiliar de ARN nuclear 1 
MDS, AML, CMML, LUAD, UCEC 

(U2AF1) CMML, MDS, PMF, AML 

Factor 2 de corte y empalme rico en serina/arginina (SRSF2) MDS 

Dedo de zinc (tipo CCCH), motivo de unión a ARN y rico en 
serina/arginina 2 (ZRSR2) 

Retinitis Pigmentosa 

Factor de procesamiento de pre-ARNm 8 (PRPF8) 
Neoplasma mieloide 

U2 pequeño factor auxiliar de ARN nuclear 2 (U2AF2) MDS, PRAD, COAD 

Factor de Corte y Empalme 1 (SF1) neoplasma mieloide, OV, COAD 

Subunidad 1 del factor 3a de corte y empalme (SF3A1) MDS 

Factor de procesamiento 40 PRP40 de pre-ARNm homólogo B 
(PRPF40B) 

LUAD 

Proteína 10 del Motivo de Unión a ARN (RBM10) COAD 

Proteína 1 de unión a poli(rC) (PCBP1) SKCM 

Factor 1 de empalme de pre-ARNm torcido (CRNKL1) 
LUSC 

Caja DEAH (Asp-Glu-Ala-His) helicasa 9 (DHX9) STAD 

Tipo peptidil-prolil cis-trans isomerasa 2 (PPIL2) SKCM 

Proteína 22 de motivo de unión a ARN (RBM22) LUAD 

Ribonucleoproteína nuclear pequeña Sm D3 (SNRPD3) GBM, LGG 

Probable ARN helicasa DDX5 dependiente de ATP (DDX5) LUAD 

ARN helicasa DHX15 dependiente de ATP de factor de corte y 
empalme pre-ARNm (DHX15) 

DLBCL 

Proteína de unión 1 a poliadenilato (PABPC1) neoplasma mieloide 

 
Clave: 
MDS = Síndrome mielodisplásico 
AML = Leucemia Mieloide Aguda 
CMML = Leucemia mielomonocítica crónica 5 
LUAD = Adenocarcinoma de pulmón 
UCEC = Carcinoma Endometrial del Cuerpo Uterino 
PMF = Fibrosis Masiva Progresiva 
PRAD = Adenocarcinoma de próstata 
COAD = Adenocarcinoma de colon 10 
OV = Cistadenocarcinoma seroso de ovario 
SKCM = Melanoma Cutáneo de la Piel 
LUSC = Carcinoma de células escamosas de pulmón 
STAD = Adenocarcinoma del estómago 
GBM = Glioblastoma multiforme 15 
LGG = Glioma de Cerebro de Grado Menor 
DLBCL = Linfoma de Células B Grande Difuso 

En algunas realizaciones, el cáncer del sujeto puede responder a un método de tratamiento que comprende la 
administración de un compuesto que fija como objetivo esta proteína y/o al espliceosoma incluso en ausencia de 
tales mutaciones en un gen o una proteína de espliceosoma. 20 
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El rastreo o el ensayo de mutaciones se puede llevar a cabo por cualquier medio conocido, por ejemplo, genotipado, 
fenotipado, etc., mediante amplificación de ácido nucleico, electroforesis, micromatrices, transferencia, ensayos 
funcionales, inmunoensayos, etc. Métodos de rastreo pueden incluir, por ejemplo, recoger una muestra biológica de 
dicho sujeto que contiene las células/el tejido canceroso. 

Con el fin de que la invención descrita en esta memoria pueda entenderse más completamente, se recogen los 5 
siguientes ejemplos. Debe entenderse que estos ejemplos son solo para fines ilustrativos y no deben interpretarse 
como limitantes de esta invención de ninguna manera. 

EJEMPLOS 

Preparación de Compuestos 1, 2, 3 y 4. 

General: 10 

El calentamiento por microondas se realizó utilizando un microondas Biotage Emrys Liberator o Initiator. La 
cromatografía en columna se llevó a cabo utilizando un Isco Rf200d. La separación del disolvente se llevó a cabo 
utilizando un evaporador rotatorio Büchi o un evaporador centrífugo Genevac. La LC/MS preparativa se llevó a cabo 
utilizando un autopurificador Waters y una columna MS C18 de 19 x 100 mm XTerra de 5 micras en condiciones de 
fase móvil ácida. Los espectros de RMN se registraron utilizando un espectrómetro Varian de 400 MHz. 15 

Cuando el término "inerte" se utiliza para describir un reactor (p. ej., un recipiente de reacción, matraz, reactor de 
vidrio y similares), se entiende que el aire en el reactor ha sido reemplazado por un gas inerte esencialmente libre de 
humedad o seco (tal como nitrógeno, argón y similares). 

Métodos generales y ensayos experimentales para preparar compuestos de la presente invención se exponen a 
continuación. 20 

En esta memoria se utilizan las siguientes abreviaturas: 
MeOH: Metanol 
DMF: Dimetilformamida 
KHMDS: Bis(trimetilsilil)amida de potasio 
LCMS: Cromatografía líquida - espectrometría de masas 25 
TBSC1: Cloruro de terc-butildimetilsililo 
THF: Tetrahidrofurano 
TLC: Cromatografía de capa fina 

Materiales: Los siguientes compuestos están disponibles comercialmente y/o pueden prepararse de un cierto 
número de maneras bien conocidas por los expertos en la técnica de la síntesis orgánica. Más específicamente, los 30 
compuestos descritos pueden prepararse utilizando las reacciones y técnicas descritas en esta memoria. En la 
descripción de los métodos sintéticos descritos a continuación, debe entenderse que todas las condiciones de la 
reacción propuestas, incluida la elección del disolvente, la atmósfera de la reacción, la temperatura de la reacción, la 
duración del experimento y los procedimientos de elaboración, pueden elegirse como las condiciones estándares 
para esa reacción, a menos que se indique lo contrario. Un experto en la técnica de la síntesis orgánica entiende 35 
que la funcionalidad presente en diversas porciones de la molécula debe ser compatible con los reactivos y las 
reacciones propuestos. Los sustituyentes no compatibles con las condiciones de reacción son evidentes para un 
experto en la técnica y, por lo tanto, se indican métodos alternativos. Los materiales de partida para los ejemplos 
están disponibles comercialmente o se preparan fácilmente mediante métodos estándares a partir de materiales 
conocidos. 40 

Información de LCMS 

Fases móviles: A (ácido fórmico al 0,1% en H2O) y B (ácido fórmico al 0,1% en acetonitrilo). 
Gradiente: B 5% → 95% en 1,8 minutos. 
Columna: columna C18 Acquity BEH (1,7 um, 2,1 x 50 mm). 

Las patentes de EE.UU. Nºs 7.884.128 y 7.816.401, ambas tituladas: Process for Total Synthesis of Pladienolide B 45 
and Pladienolide D, describen métodos conocidos en la técnica para la síntesis de pladienolidas B y D. La síntesis 
de pladienolidas B y D también se puede realizar utilizando métodos conocidos en la técnica y descritos en Kanada 
et al., "Total Synthesis of the Potent Antitumor Macrolides Pladienolide B and D," Angew. Chem. Int. Ed. 46:4350-
4355 (2007). Kanada et al. y la publicación de la solicitud PCT WO 2003/099813, titulada: Novel Physiologically 
Active Substances, describen métodos conocidos en la técnica para la síntesis de E7107 (Compuesto 45 del 50 
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documento WO ’813) a partir de pladienolida D (11107D del documento WO ’813). Una Patente de EE.UU. 
correspondiente es 7.550.503 expedida a Kotake et al. 

Síntesis a modo de ejemplo de compuestos 

Síntesis del Compuesto 1 

 5 

Etapa 1: Síntesis de 4-cicloheptilpiperazina-1-carboxilato de (2S,3S,6S,7R,10R,E)-10-((terc.-butildimetilsilil)oxi)-
((R,2E,4E)-7-((2R,3R)-3-((2S,3S)-3-((terc.-butildimetilsilil)oxi)pentan-2-il)-6-hidroxi-6-metilhepta-2,4-dien-2-il)-7-
hidroxi-3,7-dimetil-12-oxooxaciclododec-4-en-6-ilo. Una solución de E7107 (A, 3,7 g, 5,1 mmol, 1,0 equiv.) bajo 
nitrógeno en DMF (100 mL, 0,05 M) a 0 °C se trató con imidazol (2,5 g, 36,1 mmol, 7,0 equiv.) y se añadió TBSCl 
(3,9 g, 25,7 mmol, 5,0 equiv.). La reacción se dejó calentar a temperatura ambiente y se agitó durante 20 horas o 10 
hasta que se determinó que la reacción se había completado mediante LCMS o TLC. La reacción se diluyó con 
acetato de etilo y la capa orgánica se lavó con salmuera, se secó sobre sulfato de sodio, se filtró y se concentró en 
vacío. El aceite resultante se purificó por cromatografía en columna de gel de sílice (hexanos/acetato de etilo como 
eluyente) para proporcionar el producto deseado (B, 4,7 g, 5,0 mmol, 96%). 

Etapa 2: Síntesis de 4-cicloheptilpiperazina-1-carboxilato de (2S,3S,6S,7R,10R,E)-10-((terc.-butildimetilsilil)oxi)-2-15 
((6R,E)-7-((2R,3R)-3-((2S,3S)-3-((terc.-butildimetilsilil)oxi)pentan-2-il)oxiran-2-il)-4,5,6-trihidroxi-6-metilhept-2-en-2-il)-
7-hidroxi-3,7-dimetil-12-oxooxaciclododec-4-en-6-ilo. A una solución de olefina B (4,7 g, 5,0 mmol, 1,0 equiv.) en 
THF:H2O (10:1, 133 mL:13 mL, 0,03 M) bajo nitrógeno a 0 °C se añadió tetróxido de osmio (12,4 ml, 1,0 mmol, 0,2 
equiv., solución al 2,5%) seguido de N-óxido de N-metilmorfolina (1,16 g, 9.9 mmol, 2.0 equiv.). La reacción se dejó 
calentar a temperatura ambiente y se agitó durante 13 horas o hasta que se determinó que la reacción se había 20 
completado por LCMS o TLC. La reacción se enfrió bruscamente con sulfito de sodio, se diluyó con acetato de etilo y 
la capa orgánica se lavó con agua, se secó sobre sulfato de magnesio, se filtró y se concentró en vacío. El aceite 
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resultante se purificó por cromatografía en columna de gel de sílice (diclorometano/metanol como eluyente) para 
proporcionar el producto deseado (C, 4,8 g, 4,9 mmol, 99%). 

Etapa 3: Síntesis de 4-cicloheptilpiperazina-1-carboxilato de (2S,3S,6S,7R,10R,E)-10-((terc.-butildimetilsilil)oxi-7-
hidroxi-3,7-dimetil-12-oxo-2-((E)-4-oxobut-2-en-2-il)oxaciclododec-4-en-6-ilo. A una solución de diol C (4,4 g, 4.5 
mmol, 1.0 equiv.) en benceno (100 mL, 0,05 M) se añadió tetraacetato de plomo (4,0 g, 9,0 mmol, 2,0 equiv.) bajo 5 
nitrógeno a temperatura ambiente. La reacción se agitó durante 30 minutos o hasta que se determinó que la 
reacción se había completado por LCMS o TLC. La reacción se enfrió bruscamente con sulfito de sodio y se diluyó 
con diclorometano. La capa orgánica se lavó con agua, se secó sobre sulfato de sodio, se filtró y se concentró en 
vacío. El producto deseado (D, 1,5 g, 2,3 mmol, 52%) era crudo avanzado. 

Etapa 4: Síntesis de 4-cicloheptilpiperazina-1-carboxilato de (2S,3S,6S,7R,10R,E)-10-((terc.-butildimetilsilil)oxi-7-10 
hidroxi-3,7-dimetil-12-oxo-2-((R,2E,4E)-6-(piridin-2-il)hepta-2,4-dien-2-il)oxaciclododec-4-en-6-ilo 

Nota: La síntesis de (S)-2-(1-((1-fenil-1H-tetrazol-5-il)sulfonil)propan-2-il)piridina se describe a continuación y se 
describe en el Esquema V. 

A (S)-2-(1-((1-fenil-1H-tetrazol-5-il)sulfonil)propan-2-il)piridina (1,67 g, 5,08 mmol, 2,5 equiv.) en THF seco (30,0 mL, 
0,05 M) bajo nitrógeno a -78 °C se añadió gota a gota KHMDS (8,53 ml, 4,265 mmol, 2,1 equiv.) y la reacción se 15 
agitó durante 10 minutos. Luego se añadió gota a gota aldehído D 4-cicloheptilpiperazina-1-carboxilato de 
(2S,3S,6S,7R,10R,E)-10-((terc.-butildimetilsilil)oxi)-7-hidroxi-3,7-dimetil-12-oxo-2-((E)-4-oxobut-2-en-2-il)oxaciclo-
dodec-4-en-6-ilo (1,318 g, 2,031 mmol, 1,0 equiv.) en THF (10 mL). La reacción se agitó a -78 ºC durante una hora y 
luego se dejó calentar a temperatura ambiente durante la noche. La reacción se enfrió bruscamente con agua y se 
diluyó con acetato de etilo. La capa orgánica se lavó con agua y salmuera, se secó sobre sulfato de magnesio, se 20 
filtró y se concentró en vacío. El aceite resultante se purificó por cromatografía en columna de gel de sílice 
(hexano/acetato de etilo como eluyente) para proporcionar el producto deseado (E, 1,20 g, 2,03 mmol, 79%). 

Etapa 5: Síntesis de 4-cicloheptilpiperazina-1-carboxilato  de (2S,3S,6S,7R,10R,E)-7,10-dihidroxi-3,7-dimetil-12-oxo-
2-((R,2E,4E)-6-(piridina-2-il)hepta-2,4-dien-2-il)oxaciclododec-4-en-6-ilo (compuesto 1). Una solución de silil éter E 
(1,80 g, 2,39 mmol, 1,0 equiv.) en MeOH (10,0 mL, 0,24 M) bajo nitrógeno a temperatura ambiente se trató con 25 
pTsOH (1,14 g, 5,98 mmol, 2,5 equiv.). La reacción se agitó durante 2 horas, o hasta que se determinó que la 
reacción se había completado mediante LCMS o TLC. La reacción se diluyó luego con acetato de etilo y se lavó con 
salmuera, se secó sobre sulfato de magnesio, se filtró y se concentró en vacío. El aceite resultante se purificó por 
TLC preparativa (diclorometano/metanol como eluyente) para proporcionar el producto deseado (compuesto 1, 1,19 
g, 1,83 mmol, 76%). 1H RMN (400 MHz, CLOROFORMO-d) δ: 0,88 (d, J=6,65 Hz, 6 H) 1,23 (s, 3 H) 1,34 – 1,78 (m, 30 
12 H) 1,44 (d, J=7,03 Hz, 3 H) 1,73 (s, 3 H) 2,28 – 2,39 (m, 1 H) 2,45 – 2,66 (m, 8 H) 3,48 (s ancho., 5 H) 3,72 (m, 2 
H) 5,01 (d, J=9,54 Hz, 1 H) 5,14 (d, J=10,67 Hz, 1 H) 5,55 – 5,72 (m, 2 H) 6,00 (dd, J=15,00, 7,47 Hz, 1 H) 6,11 (d, 
J=11,29 Hz, 1 H) 6,28 – 6,35 (m, 1 H) 7,12 (ddd, J=7,47, 4,89, 1,07 Hz, 1 H) 7,16 (d, J=7,78 Hz, 1 H) 7,61 (t, J=7,65 
Hz, 1 H) 8,55 (d, J=4,91 Hz, 1 H). MS (ES+) = 638,4 [M+H]. 

35 
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Síntesis de Compuesto 2 

 

Etapa 1: Síntesis de acetato de (2S,3S,6S,7R,10R,E)-10-((terc.-butildimetilsilil)oxi)-2-((R,2E,4E)-7-((2R,3R)-3-
((2S,3S)-3-((terc.-butildimetilsilil)oxi)pentan-2-il)oxiran-2-il)-6-hidroxi-6-metilhepta-2,4-dien-2-il)-7-hidroxi-3,7-dimetil-
12-oxooxaciclododec-4-en-6-ilo. Una solución de pladienolida D (F, 5,3 g, 9,7 mmol, 1,0 equiv.) bajo nitrógeno en 5 
DMF (80 mL, 0,1 M) a 0 °C se trató con imidazol (4,6 g, 67,8 mmol, 7,0 equiv.) y TBSCl (7,3 g, 48,4 mmol, 5,0 
equiv.). La reacción se dejó calentar a temperatura ambiente y se agitó durante 20 horas, o hasta que se determinó 
que la reacción se había completado mediante LCMS o TLC. La reacción se extrajo con acetato de etilo y la capa 
orgánica se lavó con salmuera, se secó sobre sulfato de sodio, se filtró y se concentró en vacío. El aceite resultante 
se purificó por cromatografía en columna de gel de sílice (hexanos/acetato de etilo como eluyente) para proporcionar 10 
el producto deseado (G, 7,5 g, 9,6 mmol, 99%). 
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Etapa 2: Síntesis de acetato de (2S,3S,6S,7R,10R,E)-10-((terc.-butildimetilsilil)oxi)-2-((6R,E)-7-((2R,3S)-3-((terc.-
butildimetilsilil)oxi)pentan-2-il)oxiran-2-il)-4,5,6-trihidroxi-6-metilhept-2-en-2-il)-7-hidroxi-3,7-dimetil-12-
oxooxaciclododec-4-en-6-ilo. A una solución de olefina G (7,6 g, 9,7 mmol, 1,0 equiv.) en THF desgasificado:H2O 
(210 mL: 21 mL, 0,01 M) bajo nitrógeno a 0 °C se añadió tetróxido de osmio (24,4 mL, 1,9 mmol, 0,2 equiv., solución 
al 2,5% en terc.-butanol) seguido de N-óxido de N-metilmorfolina (2,3 g, 19,5 mmol, 2,0 equiv.). La reacción se dejó 5 
calentar a temperatura ambiente y se agitó durante 13 horas, o hasta que se determinó que la reacción se había 
completado por LCMS o TLC. La reacción se enfrió bruscamente con sulfito de sodio, se diluyó con acetato de etilo y 
la capa orgánica se lavó con agua, se secó sobre sulfato de magnesio, se filtró y se concentró en vacío. El aceite 
resultante se purificó por cromatografía en columna de gel de sílice (diclorometano/metanol como eluyente) para 
proporcionar el producto deseado (H, 6,8 g, 8,3 mmol, 86%). 10 

Etapa 3: Síntesis de acetato de (2S,3S,6S,7R,10R,E)-10-((terc.-butildimetilsilil)oxi)-7-hidroxi-3,7-dimetil-12-oxo-2-
((E)-4-oxobut-2-en-2-il)oxaciclododec-4-en-6-ilo. A una solución de diol H (7,9 g, 9,7 mmol, 1,0 equiv.) en benceno 
(350 mL, 0,03 M) bajo nitrógeno a temperatura ambiente se añadió tetraacetato de plomo (8,6 g, 19,4 mmol, 2,0 
equiv.). La reacción se agitó durante 30 minutos o hasta que se determinó que la reacción se había completado 
mediante LCMS o TLC. La reacción se concentró y se purificó mediante cromatografía en columna de gel de sílice 15 
(hexano/acetato de etilo como eluyente) para proporcionar el producto deseado (I, 2,5 g, 5,26 mmol, 54%). 

Etapa 4: Síntesis de acetato de (2S,3S,6S,7R,10R,E)-10-((terc.-butildimetilsilil)oxi)-7-(1-etoxietoxi)-3,7-dimetil-12-
oxo-2-((E) -4-oxobut-2-en-2-il)oxaciclododec-4-en-6-ilo. A una solución de aldehído I (1,4 g, 2,9 mmol, 1,0 equiv.) en 
THF (9,5 mL, 0,5 M) se añadió etoxieteno (11,1 mL, 40,0 equiv.) y p-toluenosulfonato de piridinio (0,07 g, 0,3 mmol, 
0,1 equiv.) a temperatura ambiente. La reacción se agitó durante 24 horas, o hasta que se determinó que la reacción 20 
se había completado mediante LCMS o TLC. La reacción se enfrió bruscamente con bicarbonato de sodio y se 
diluyó con acetato de etilo. El acetato de etilo se lavó con agua, salmuera, se secó sobre sulfato de magnesio, se 
filtró y se concentró en vacío. El aceite resultante se purificó mediante cromatografía en columna de gel de sílice 
(hexano/acetato de etilo como eluyente) para proporcionar el producto deseado (J, 1,2 g, 2,2 mmol, 75%). 

Etapa 5: Síntesis de acetato de (2S,3S,6S,7R,10R,E)-10-((terc.-butildimetilsilil)oxi)-7-(1-etoxietoxi)-3,7-dimetil-12-25 
oxo-2-((R,2E,4E)-6-(piridin-2-il)hepta-2,4-dien-2-il)oxaciclododec-4-en-6-ilo). A una solución de (S)-2-(1-((1-fenil-1H-
tetrazol-5-il)sulfonil)propan-2-il)piridina (695,0 mg, 2,1 mmol, 1,5 equiv.) en THF (20 mL, 0,06 M) bajo nitrógeno a -78 
ºC se añadió gota a gota KHMDS (4,2 mL, 2,1 mmol, 1,5 equiv.) y la reacción se agitó durante 20 minutos. Luego se 
añadió gota a gota aldehído J (780,0 mg, 1,4 mmol, 1,0 equiv.) en THF (1,0 mL). La reacción se agitó a -78 ºC 
durante 90 minutos y luego se dejó calentar a -20 ºC durante 1 hora. La reacción se enfrió bruscamente con cloruro 30 
de amonio, se diluyó con acetato de etilo y se calentó a temperatura ambiente. La capa orgánica se lavó con agua, 
salmuera, se secó sobre sulfato de magnesio, se filtró y se concentró en vacío. El aceite resultante se purificó por 
cromatografía en columna de gel de sílice (hexano/acetato de etilo como eluyente) para proporcionar el producto 
Julia deseado (K, 490 mg, 0,7 mmol, 53%). 

Etapa 6: Síntesis de (4R,7R,8S,11S,E)-4-((terc.-butildimetilsilil)oxi)-7-(1-etoxietoxi)-8-hidroxi-7,11-dimetil-12-35 
((R,2E,4E)-6-(piridin-2-il)hepta-2,4-dien-2-il)oxaciclododec-9-en-2-ona. A una solución de acetato K (490 mg, 0,7 
mmol, 1,0 equiv.) en metanol (15 mL, 0,05 M) a temperatura ambiente se añadió carbonato de potasio (155 mg, 0,4 
mmol, 1.5 equiv.). La reacción se llevó a cabo durante 24 horas o hasta que se determinó que la reacción se había 
completado mediante LCMS o TLC. La reacción se enfrió bruscamente con agua, se diluyó con acetato de etilo, se 
lavó con salmuera, se secó sobre sulfato de magnesio, se filtró y se concentró en vacío. El sólido espumoso 40 
resultante (L, 459 mg, 0,7 mmol, 100%) avanzó a la siguiente etapa sin purificación adicional. 

Etapa 7: Síntesis de 4-metilpiperazina-1-carboxilato de (2S,3S,6S,7R,10R,E)-10-((terc.-butildimetilsilil)oxi)-7-(1-
etoxietoxi)-3,7-dimetil-12-oxo-2-((R,2E,4E)-6-(piridin-2-il)hepta-2,4-dien-2-il)oxaciclododec-4-en-6-ilo. A una solución 
de alcohol L (459 mg, 0,7 mmol, 1,0 equiv.) en diclorometano (0,5 mL, 0,1 M) a temperatura ambiente se añadió 
N,N-dimetilaminopiridina (27,3 mg, 0,2 mmol, 0,3 equiv.) y trietilamina (1,0 mL, 7,4 mmol, 10,0 equiv.) seguido de 45 
cloroformiato de 4-nitrofenilo (451 mg, 02,2 mmol, 3,0 equiv.). La reacción se agitó a temperatura ambiente durante 
tres horas. A continuación, se añadió N-metil-piperazina (299 mg, 2,98 mmol, 4,0 equiv.) a temperatura ambiente. 
Después de agitar durante una hora, la reacción se enfrió bruscamente con agua y se diluyó con diclorometano. La 
capa orgánica se lavó con solución de hidróxido sódico 1 N, y la capa orgánica se concentró. El aceite resultante se 
purificó mediante cromatografía en columna de gel de sílice (hexanos/acetato de etilo como eluyente) para 50 
proporcionar el producto deseado (M, 553 mg, 0,75 mmol, 100%). 

Etapa 8: Síntesis de 4-metilpiperazina-1-carboxilato de (2S,3S,6S,7R,10R,E)-7,10-dihidroxi-3,7-dimetil-12-oxo-2-
((R,2E,4E)-6-(piridin-2-il)hepta-2,4-dien-2-il)oxaciclododec-4-en-6-ilo (compuesto 2). A una solución de silil éter (M, 
553 mg, 0,74 mmol, 1,0 equiv.) en metanol (20 mL, 0,04 M) a temperatura ambiente se añadió ácido p-
metoxitoluenosulfónico (425 mg, 2,2 mmol, 3,0 equiv.). La reacción se agitó durante 3 horas, o hasta que la reacción 55 
se determinó que la reacción se había completado mediante LCMS o TLC. La reacción se enfrió bruscamente con 
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bicarbonato de sodio y se diluyó con acetato de etilo. La capa orgánica se lavó con agua, salmuera, se secó sobre 
sulfato de magnesio, se filtró y se concentró en vacío. El aceite resultante se purificó por cromatografía en columna 
de gel de sílice (hexano/acetato de etilo como eluyente) para proporcionar el producto deseado (compuesto 2, 184 
mg, 0,33 mmol, 44%). 1H RMN (400 MHz, CLOROFORMO-d) δ: 0,82-1,00 (m, 3H) 1,22-1,48 (m, 8H) 1,50-1,63 (m, 
1H) 1,66-1,83 (m, 4H) 1,97 (s, 1H) 2,07 (s, 1H) 2,33 (s, 3H) 2,40 (s ancho, 3H) 2,45-2,68 (m, 3H) 3,44-3,61 (m, 5H) 5 
3,74 (dd, J=14,2, 7,2 Hz, 2H) 5,04 (d, J=9,3 Hz, 1H) 5,17 (d, J=10,5 Hz, 1H) 5,57-5,76 (m, 2H) 6,02 (dd, J=15,1, 7,5 
Hz, 1H) 6,13 (d, J=10,8 Hz, 1H) 6,34 (ddd, J=15,1, 10,7, 1,0 Hz, 1H) 7,14 (t, J=6,2 Hz, 1H) 7,18 (d, J=7,4 Hz, 1H) 
7,63 (t, J=7,3 Hz, 1H) 8,57 (d,,J=5,1 Hz, 1H). MS (ES+) = 556,4 [M+H]. 

Síntesis de Compuesto 3 

Las Etapas 1 - 6 son las proporcionadas anteriormente en la síntesis de Compuesto 2, para dar alcohol L. 10 

 

Etapa 7: Síntesis de 4-(azepan-1-il)piperidina-1-carboxilato de (2S,3S,6S,7R,10R,E)-10-((terc.-butildimetilsilil)oxi)-7-
(1-etoxietoxi)-3,7-dimetil-12-oxo-2-((R,2E,4E)-6-(piridin-2-il)hepta-2,4-dien-2-il)oxaciclododec-4-en-6-ilo. A una 
solución de alcohol L (300 mg, 0,49 mmol, 1,0 equiv.) en diclorometano (3,0 mL, 0,15 M) a temperatura ambiente se 
añadió N,N-dimetilaminopiridina (71,4 mg, 0,58 mmol, 1,2 equiv.) y trietilamina (0,27 mL, 1,95 mmol, 4,0 equiv.) 15 
seguido de cloroformiato de 4-nitrofenilo (196 mg, 0,97 mmol, 2,0 equiv.). La reacción se agitó a temperatura 
ambiente durante tres horas. A continuación, se añadió 1-(piperidin-4-il)azepano (265 mg, 1,46 mmol, 3,0 equiv.) a 
temperatura ambiente. Después de agitar durante una hora, la reacción se enfrió bruscamente con agua y se diluyó 
con diclorometano. La capa orgánica se lavó con solución de hidróxido de sodio 1 N, y la capa orgánica se 
concentró. El aceite resultante se purificó por cromatografía en columna de gel de sílice (hexanos/acetato de etilo 20 
como eluyente) para proporcionar el producto deseado (N, 400 mg, 0,48 mmol, 100%). 

Etapa 8: Síntesis de 4-(azepan-1-il)piperidina-1-carboxilato de (2S,3S,6S,7R,10R,E)-7,10-dihidroxi-3,7-dimetil-12-
oxo-2-((R,2E,4E)-6-(piridin-2-il)hepta-2,4-dien-2-il)oxaciclododec-4-en-6-ilo (compuesto 3). A una solución de silil 
éter (N, 400 mg, 0,48 mmol, 1,0 equiv.) en metanol (4,0 mL, 0,1 M) a temperatura ambiente se añadió ácido p-
metoxitoluenosulfónico (231 mg, 1,2 mmol, 2,5 equiv.). La reacción se agitó durante 3 horas, o hasta que se 25 
determinó que la reacción se había completado mediante LCMS o TLC. La reacción se enfrió bruscamente con 
bicarbonato de sodio y se diluyó con acetato de etilo. La capa orgánica se lavó con agua, salmuera, se secó sobre 
sulfato de magnesio, se filtró y se concentró en vacío. El aceite resultante se purificó por cromatografía en columna 
de gel de sílice (hexano/acetato de etilo como eluyente) para proporcionar el producto deseado (compuesto 3, 226 
mg, 0,35 mmol, 73%). 1H RMN (400 MHz, CLOROFORMO-d) δ: 0,88 (d, J = 6,53 Hz, 3 H) 1,20 – 1,28 (m, 4 H) 1,35 30 
(s, 3 H) 1,45 (d, J = 7,03 Hz, 4 H) 1.59 (s ancho, 10 H) 1,74 (d, J = 0,75 Hz, 3 H) 1,75 – 1,83 (m, 2 H) 1,99 (s, 1 H) 
2,46 – 2,62 (m, 3 H) 2,62 – 2,71 (m, 4 H) 2,79 (s ancho, 2 H) 3,51 (d, J = 9,79 Hz, 1 H) 3,63 – 3,82 (m, 2 H) 4,03 – 
4,26 (m, 2 H) 5,01 ( d, J = 9,54 Hz, 1 H) 5,16 (d, J = 10,79 Hz, 1 H) 5,54 – 5,64 (m, 1 H) 5,65 – 5,75 (m, 1 H) 6,01 
(dd, J = 15,06, 7,53 Hz , 1 H) 6,12 (d, J = 11,04 Hz, 1 H) 6,25 – 6,39 (m, 1 H) 7,12 (ddd, J = 7,47, 4,83, 1,25 Hz, 1 H) 

E15727125
19-02-2019ES 2 712 401 T3

 



16 

 

7,17 (dt, J = 8,03, 1,00 Hz, 1 H) 7,62 (td, J = 7,65, 1,76 Hz, 1 H) 8,56 (ddd, J = 4,96, 1,82, 1,00 Hz, 1 H). MS (ES +) = 
638,6 [M + H]. 

Síntesis de Compuesto 4 

Las Etapas 1 - 6 son las proporcionadas anteriormente en la síntesis de Compuesto 2, para dar alcohol L. 

 5 

Etapa 7: Síntesis de [1,4'-bipiperidina]-1’-carboxilato de (2S,3S,6S,7R,10R,E)-10-((terc.-butildimetilsilil)oxi)-7-(1-
etoxietoxi)-3,7-dimetil-12-oxo-2-((R,2E,4E)-6-(piridin-2-il)hepta-2,4-dien-2-il)oxaciclododec-4-en-6-ilo. A una solución 
de alcohol L (20 mg, 0,032 mmol, 1,0 equiv.) en diclorometano (0.3 mL, 0,1 M) a temperatura ambiente se añadió 
N,N-dimetilaminopiridina (4,8 mg, 0,04 mmol, 1,2 equiv.) y trietilamina (0,02 mL, 0,13 mmol, 4,0 equiv.) seguido de 
cloroformiato de 4-nitrofenilo (13,1 mg, 0,065 mmol, 2,0 equiv.). La reacción se agitó a temperatura ambiente 10 
durante tres horas. A continuación, se añadió 1,4'-bipiperidina (16,4 mg, 0,97 mmol, 3,0 equiv.) a temperatura 
ambiente. Después de agitar durante una hora, la reacción se enfrió bruscamente con agua y se diluyó con 
diclorometano. La capa orgánica se lavó con solución de hidróxido de sodio 1 N, y la capa orgánica se concentró. El 
aceite resultante se purificó mediante cromatografía en columna de gel de sílice (hexanos/acetato de etilo como 
eluyente) para proporcionar el producto deseado (N, 18 mg, 0,22 mmol, 68,4%). 15 

Etapa 8: Síntesis de [1,4'-bipiperidina]-1'-carboxilato de (2S,3S,6S,7R,10R,E)-7,10-dihidroxi-3,7-dimetil-12-oxo-2-
((R,2E,4E)-6-(piridin-2-il)hepta-2,4-dien-2-il)oxaciclododec-4-en-6-ilo (compuesto 4). A una solución de silil éter (N, 
18 mg, 0,022 mmol, 1,0 equiv.) en metanol (0,5 mL, 0,04 M) a temperatura ambiente se añadió ácido p-
metoxitoluenosulfónico (10,6 mg, 0,56 mmol, 2,5 equiv.). La reacción se agitó durante 3 horas o hasta que se 
determinó que la reacción se había completado mediante LCMS o TLC. La reacción se enfrió bruscamente con 20 
bicarbonato de sodio y se diluyó con acetato de etilo. La capa orgánica se lavó con agua, salmuera, se secó sobre 
sulfato de magnesio, se filtró y se concentró en vacío. El aceite resultante se purificó mediante cromatografía en 
columna de gel de sílice (hexano/acetato de etilo como eluyente) para proporcionar el producto deseado 
(compuesto 4, 4,0 mg, 0,006 mmol, 29%).1H RMN (400 MHz, CLOROFORMO-d) δ: 0,90 (d, J=6,8 Hz, 3H) 1,17-
1,42 (m, 5H) 1,46 (d, J=7,0 Hz, 6H) 1,51-1,65 (m, 6H) 1,65-1,78 (m, 5H) 1,85 (d, J=11,5 Hz, 2H) 2,44 (d, J=11,3 Hz, 25 
2H) 2,49-2,66 (m, 6H) 2,80 (s ancho, 2H) 3,42-3,62 (m, 1H) 3,63-3,82 (m, 2H) 4,18 (s ancho, 2H) 5,02 (d, J=9,5 Hz, 
1H) 5,17 (d, J=10,8 Hz, 1H) 5,57-5,75 (m, 2H) 6,02 (dd, J=15,2, 7,4 Hz, 1H) 6,14 (d, J=11,0 Hz, 1H) 6,34 (ddd, 
J=15,1, 10,8, 1,0 Hz, 1H) 7,14 (t, J=6,1 Hz, 1H) 7,18 (d, J=7,5 Hz, 1H) 7,29 (s, 2H) 7,63 (td, J=7,7, 1,9 Hz, 1H) 8,57 
(d, J=5,1 Hz, 1H). MS (ES+) = 624,6 [M+H]. 

Síntesis de (S)-2-(1-((1-fenil-1H-tetrazol-5-il)sulfonil)propan-2-il)piridina 30 
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Etapa 1: A una solución de sal hidrocloruro del ácido 2-(piridin-2-il)acético MMMMMM (50,0 g, 288,0 mmol, 1,0 
equiv.) en metanol (500 mL, 0,5 M) a 0 °C se añadió gota a gota cloruro de tionilo (31,5 mL, 432,0 mmol, 1,5 equiv.). 
La reacción se agitó a 0 ºC durante 60 minutos o hasta que se determinó que la reacción se había completado 
mediante LCMS o TLC. La reacción se enfrió bruscamente cuidadosamente con carbonato de sodio y la capa 5 
acuosa se extrajo con acetato de etilo. Las capas orgánicas reunidas se lavaron con agua, salmuera, se secaron 
sobre sulfato de magnesio, se filtraron y se concentraron en vacío. El producto resultante (NNNNNN, 41,5 g, 275,0 
mmol, 95%) se utilizó en la siguiente etapa sin purificación adicional. 

Etapa 2: A una solución de éster de NNNNNN (41,5 g, 275,0 mmol, 1,0 equiv.) en THF (1500 mL, 0,2 M) a 0 °C se 
añadió 2-metilpropan-2-olato de sodio (28,6 g, 288,3 mmol, 1,05 equiv.) y la mezcla de reacción se agitó durante 30 10 
minutos a 0 °C antes de la adición de yodometano (34,3 mL, 549,1 mmol, 2,0 equiv.). La reacción se agitó a 
temperatura ambiente durante 1 hora o hasta que se determinó que la reacción se había completado mediante 
LCMS o TLC. La reacción se enfrió bruscamente con cloruro de amonio y el exceso de disolvente se separó en 
vacío. El material bruto se extrajo luego con acetato de etilo. Las capas orgánicas reunidas se lavaron con salmuera 
y se secaron sobre sulfato de magnesio. Después de la filtración, la mezcla se concentró en vacío. El éster metílico 15 
resultante (OOOOOO, 41,3 g, 250 mmol, 91%) se hizo avanzar sin purificación. 

Etapa 3: A una solución de éster metílico de OOOOOO (43,0 g, 260,3 mmol, 1,0 equiv.) en THF (1500 mL, 0,1 M) a 
0 °C se añadió gota a gota hidruro de litio y aluminio (312 mL, 312,4 mmol, 1,2 equiv., solución en THF). La reacción 
se dejó calentar gradualmente a 0 ºC durante 30 minutos y luego a temperatura ambiente durante 1 hora o hasta 
que se determinó que la reacción se había completado por LCMS o TLC. La reacción se enfrió bruscamente con 20 
cuidado con agua, hidróxido de sodio y agua. Después de agitar la mezcla durante 30 minutos, el precipitado blanco 
se separó por filtración y el disolvente se separó en vacío. Después, la reacción se extrajo con dietil éter y las 
fracciones orgánicas reunidas se lavaron con agua y salmuera, se secaron sobre sulfato de magnesio, se filtraron y 
se concentraron en vacío. El alcohol resultante (PPPPPP, 30,0 g, 219,0 mmol, 84%) se hizo avanzar sin purificación. 

Etapa 4: A una solución de alcohol PPPPPP (30,0 g, 219,0 mmol, 1,0 equiv.) en diclorometano (700 mL, 0,3 M) a 0 25 
°C se añadió trietilamina (61,5 mL, 437,4 mmol, 2,0 equiv) y DMAP (2,7 g, 21,9 mmol, 0,1 equiv.). Se añadió 
anhídrido acético (24,8 mL, 262,4 mmol, 1,2 equiv.) y la mezcla de reacción se agitó durante 30 minutos o hasta que 
se determinó que la reacción se había completado por LCMS o TLC. La reacción se enfrió bruscamente con cloruro 
de amonio, la capa orgánica se lavó con salmuera, se secó sobre sulfato de magnesio y se filtró. La solución 
resultante se evaporó y el acetato bruto (QQQQQQ, 37,0 g, 206,0 mmol, 94%) se utilizó en la siguiente etapa sin 30 
purificación adicional. 

Etapa 5: Se disolvió una solución de acetato QQQQQQ (39,4 g, 219,8 mmol, 1,0 equiv.) en dietiléter (100 mL) y 
luego se añadieron 118 g de gel de sílice. El exceso de éter se separó en vacío y el sólido bruto se diluyó luego en 
tampón acuoso de pH 7 (1970 mL, 0,1 M) (hidroxido de sodio/fosfato de sodio monobásico/agua). Se añadió lipasa 
pancreática porcina tipo II (3,3 g, (15 mg/mmol)) y la reacción se agitó a 37 °C durante cuatro horas o hasta que se 35 
determinó que estaba completa por TLC o LCMS. (Después de cuatro horas, la conversión alcanzó el 40% de 
acuerdo con ELSD y el exceso enantiomérico se determinó mediante SFC quiral y mostró una relación 
enantiomérica de 13:1 S:R). (Condición de SFC: SFC Investigator (Waters/Thar), software: Chromscope v1.2, 
método: Co-disolvente isocrático al 15% 95:5 Heptano:IPA + DEA al 0.1% durante 10 minutos, Columna: Lux-
Amylose-2, 4,6 x 250 mm, 5 µm, Flujo Total: 4 ml/min (3,80 ml de bomba de CO2, 0,20 ml de bomba modificadora), 40 
Temperatura del horno ajustada a 35 °C y presión del sistema ajustada a 100 bar, Tiempos de Retención: 
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enantiómero (S) deseado y mayor 6,9 min, enantiómero (R) menor 8,4 min. El gel de sílice se separó por filtración y 
la capa acuosa se extrajo con acetato de etilo tres veces. Las capas orgánicas reunidas se lavaron con salmuera, se 
secaron sobre sulfato de magnesio y se concentraron. El producto se purificó por cromatografía en columna de gel 
de sílice (hexanos:acetato de etilo como eluyente) para proporcionar el alcohol deseado (RRRRRR, 12,5 g, 91 
mmol, 41%). 5 

Etapa 6: A una solución de alcohol RRRRRR (12,5 g, 91,0 mmol, 1,00 equiv.) en diclorometano (570 mL, 0,16 M) a 
temperatura ambiente se añadió trietilamina (13,9 mL, 100,1 mmol, 1,1 equiv). La reacción se enfrió a 0 ºC y luego 
se añadió cloruro de metanosulfonilo (7,44 mL, 95,5 mmol, 1,05 equiv.). La reacción se agitó a 0 ºC durante 30 
minutos o hasta que se determinó que se había completado mediante TLC o LCMS. La reacción se enfrió 
bruscamente con bicarbonato de sodio y las capas se separaron. La capa acuosa se extrajo luego con 10 
diclorometano. Las capas orgánicas reunidas se lavaron con salmuera, se secaron sobre sulfato de magnesio y se 
concentraron en vacío. El sulfonato SSSSSS resultante (19,2 g, 89 mmol, 98%) se hizo avanzar sin purificación 
adicional. 

Etapa 7: A una solución de sulfonato SSSSSS (19,2 g, 89 mmol, 1,0 equiv.) en DMF (120 mL, 0,1 M) a temperatura 
ambiente se añadió carbonato de cesio (40,7 g, 125,0 mmol, 1,4 equiv.) y 1-fenil-1H-tetrazol-5-tiol (19,1 g, 107,1 15 
mmol, 1,2 equiv.). La mezcla resultante se agitó a 50 ºC durante 48 horas, o hasta que se determinó que se había 
completado por TLC o LCMS. Después de enfriar la mezcla a temperatura ambiente, se añadió salmuera y la capa 
acuosa se extrajo tres veces con dietiléter. Las capas orgánicas reunidas se lavaron con agua, salmuera y se 
secaron sobre sulfato de magnesio. Después de la filtración, el disolvente se separó en vacío y el residuo se purificó 
utilizando cromatografía en columna de gel de sílice (hexanos/acetato de etilo) para dar el producto deseado 20 
(TTTTTT, 28,9 g, 88 mmol, 99%). 

Etapa 8: A una solución de sulfuro TTTTTT (31,5 g, 105,9 mmol, 1,0 equiv.) en EtOH (700 mL, 0,1 M) a -10 °C se 
añadió molibdato de amonio tetrahidrato (6,5 g, 5,3 mmol, 0,05 equiv.) y peróxido de hidrógeno (108 mL, 1060 mmol, 
5.0 equiv., solución acuosa al 33%). La reacción se agitó a -10 °C durante cuatro horas o hasta que se determinó 
que se había completado mediante TLC o LCMS. La reacción se enfrió bruscamente con agua y solución de 25 
metabisulfito de sodio. El producto bruto se recogió por filtración y se purificó por cromatografía en columna de gel 
de sílice (hexanos:acetato de etilo como eluyente) para proporcionar el producto deseado (UUUUUU, 23,2 g, 70,4 
mmol, 66%).1H RMN (400 MHz, CLOROFORMO-d) δ: 1,50 (d, J=7,03 Hz, 3 H) 1,66 (s ancho, 1 H) 3,75 (m, 1 H) 
3,94 (dd, J=14,81, 5,02 Hz, 1 H) 4,55 (dd, J=14,68, 7,91 Hz, 1 H) 7,14 – 7,22 (m, 2 H) 7,29 (s, 1 H) 7,57 – 7,70 (m, 6 
H) 8,44 – 8,49 (m, 1 H). 30 

El aceite incoloro se recristalizó luego utilizando tolueno/heptano (1/1) (1 mL de tolueno y 1 mL de heptano por cada 
100 mg de compuesto. Calentar suavemente la mezcla para mezclar los dos disolventes. Dejar enfriar la mezcla a 
temperatura ambiente durante 12 h. (Si no se observa recristalización, añadir un cristal a la solución. El cristal 
ayudará a obtener cristales mediante el proceso de siembra). Los cristales se formaron lentamente con el tiempo. Se 
podrían aislar mediante filtración o separando la capa de líquido mediante una pipeta. Los cristales se lavaron luego 35 
con heptano y luego rápidamente con tolueno. Se analizó el ero de la sulfona antes y después de la recristalización. 
(Condiciones de SFC: SFC Investigator (Waters/Thar), software: Chromscope v1.2, método: Co-disolvente isocrático 
al 10% MeOH durante 10 minutos, Columna: ChiralPak IC, 4,6 x 250 mm, 5 µm, Flujo Total: 4 ml/min (3,80 ml de 
bomba de CO2, 0,20 ml de bomba modificadora), Temperatura del horno ajustada a 35 °C y presión del sistema 
ajustada a 100 bar, Tiempos de Retención: enantiómero (S) deseado y mayor 3,5 min, enantiómero (R) menor 3,8 40 
min). 

Mediciones de la Estabilidad del pH 

Los compuestos se proporcionaron en placas de 96 pocillos y se testaron por triplicado. Cuatro microlitros de una 
solución madre 10 mM de compuesto en DMSO se distribuyeron en cada uno de los tres pocillos. La placa se 
almacenó a o por debajo de -20 °C hasta el día del análisis. Para las diluciones se utilizaron metanol (calidad HPLC) 45 
y HCl 0,1 N (catálogo HX0603A-6 de EMD). Se utilizaron acetonitrilo (calidad HPLC), agua (Milli-Q filtrada), ácido 
trifluoroacético (calidad espectral) y tampón fosfato 0,2 M (Wako, catálogo nº163-14471) para preparar la fase móvil 
para los dos análisis. 

Los datos de estabilidad se obtuvieron utilizando una UPLC Acquity de Waters equipada con un detector de UV 
(Waters TUV) y detector de MS de cuadrupolo simple (Waters SQD). La placa de 96 pocillos que contenía el o los 50 
compuestos de interés se retiró del congelador y se dejó calentar a temperatura ambiente durante una hora. La 
UPLC se cebó, se equilibró y el comportamiento del sistema se verificó inyectando un patrón. Después de 1 hora, 
cada uno de los tres pocillos se diluyó con 266 µl de HCl 0,1 N para dar un pH = 1. La placa se cubrió y se colocó en 
un agitador (Eppindorf Thermomixer R) durante 45 minutos a 600 rpm. La placa se retiró del agitador y los 
contenidos de cada uno de los pocillos se filtraron a través de una placa de filtración (Millipore nº de catálogo 55 
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MSSLBPC50) por vacío y se inyectaron en la UPLC. Después de aproximadamente 24 horas, los contenidos de los 
pocillos se re-inyectaron en la UPLC. 

Parámetros del instrumento UPLC (Medición de la Solubilidad y la Estabilidad) 

Columna columna Acquity HSS T3, 2,1 x 100 mm, 1,8 µm 
Fase Móvil A=TFA al 0,05% en Agua 

B= TFA al 0,05% en CH3CN 
Gradiente de Elución Tiempo Fase Móvil A:B 

0,0 90/10 
  0,75 3/97 
  1,0 3/97 
  1,01 90/10 
  1,5 90/10 
Temperatura de la Columna 50°C 
Detección UV @ 220 nm 
Volumen de Inyección 1 µL 
Caudal 0,9 mL/minuto 
 
La estabilidad en los diversos tampones se midió comparando el % del área pico del analito en metanol frente al % 5 
del área pico del analito en el mismo tiempo de retención en tampón HCl 0,1 N en el momento de la inyección de 24 
h. Los ensayos de estabilidad reseñados en la Tabla 2 demuestran que los compuestos 1-4 tienen mayor estabilidad 
a pH 1 que el compuesto E7107 durante un período de 24 horas. 

Tabla 2: Resultados del Ensayo de Estabilidad 

Compuesto % precursor que permanece (pH = 1, 24 horas) 

E7107 44% 

Compuesto 1 91% 

Compuesto 2 96% 

Compuesto 3 98% 

Compuesto 4 99% 

 10 
Ensayos Biológicos 

Protocolo de ensayo de viabilidad celular 

Células (WiDr y Panc05.04 obtenidas de ATCC) se sembraron en placas de 96 pocillos, con 2000 células/100 
µL/pocillo, y se incubaron durante la noche. Se retiraron los medios gastados y se añadieron medios recientes que 
contenían 9 concentraciones diferentes de compuesto (100 µL/pocillo), con la concentración de DMSO de la solución 15 
madre del compuesto ajustada a 0,1%. Cada uno de los tratamientos de compuesto se realizó por duplicado o por 
triplicado en cada una de las concentraciones. 

Otra placa con células sembradas se dedicó como una placa de tiempo cero (Tz), a la que se añadió DMSO al 0,1% 
en medio (100 µL/pocillo) seguido de reactivo CellTiter-Glo® (Promega Corporation, Madison, Wisconsin) (50 
µL/pocillo) para la medición de ATP como un sustituto de la viabilidad celular. El valor promedio de la medición de 20 
múltiples pocillos de esta placa se utiliza como Tz. 

Las placas tratadas con compuesto se incubaron durante 72 h a 37ºC. Luego, se añadió reactivo CellTiter-Glo® (50 
µL/pocillo) y se midió el ATP. El valor medio de la medición de los pocillos tratados con compuesto por duplicado o 
por triplicado se utiliza como Ti, y las placas sembradas con medio que tiene DMSO al 0,1% sin compuesto se 
utilizan como crecimiento control (C). 25 

El porcentaje de inhibición del crecimiento/Porcentaje de viabilidad se calculó como: 

[(Ti-Tz)/(C-Tz)] x 100 para concentraciones para las cuales Ti > / = Tz 
[(Ti-Tz)/Tz] x 100 para concentraciones para las cuales Ti <Tz. 
* tiempo cero (Tz), crecimiento control (C) y crecimiento de ensayo en presencia de compuesto (Ti) 
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El porcentaje de inhibición del crecimiento/Porcentaje de viabilidad se representan en función de la concentración 
del compuesto para determinar la Emáx. 

La inhibición del crecimiento del 50% (GI50) se calculó a partir de [(Ti-Tz)/(C-Tz)] x 100 = 50, que es la concentración 
del fármaco que resulta en una reducción del 50% en el aumento neto de ATP en el crecimiento control (C) durante 
el tratamiento del compuesto. 5 

Protocolo de ensayo de corte y empalme in vitro (bioquímico) 

Pre-ARNm marcado con biotina de una construcción de adenovirus tipo 2 con una deleción de la secuencia 
intermedia (Ad2) (Berg, M.G., et al. 2012 Mol. Cell Bio., 32(7):1271-83) se preparó mediante transcripción in vitro. La 
construcción Ad2 que contiene Exón 1 (41 nucleótidos), Intrón (231 nucleótidos) y Exón 2 (72 nucleótidos) se generó 
por síntesis génica y se clonó en los sitios EcoRI y Xbal del vector pGEM®-3Z (Promega) por Genewiz® (South 10 
Plainfield, Nueva Jersey). El plásmido se linearizó luego por digestión con Xbal y se purificó. La transcripción in vitro 
y la purificación de pre-ARNm transcrito se realizaron utilizando el kit de transcripción MEGAscript® T7 (Invitrogen™, 
Life Technologies™, Grand Island, Nueva York) y el kit de limpieza de transcripción MEGAclear™ (Invitrogen™, Life 
Technologies™, Grand Island, New York), respectivamente, siguiendo las instrucciones del fabricante. La relación 
de biotina-16-UTP (Roche Diagnostics Corporation, Indianapolis, Indiana) a UTP frío era 1:13 para incorporar 15 
aproximadamente dos moléculas de biotina por ARNm de Ad2 cortado y empalmado. 

El ensayo de corte y empalme in vitro se realizó a 30 °C en mezclas de reacción de 25 µL que contenían 95 µg de 
extracto nuclear de HeLa (Promega Corporation, Madison, Wisconsin), pre-ARNm de Ad2 47 nM, 25 U de inhibidor 
de RNasa RNasin (Promega Corporation, Madison, Wisconsin), tampón 1X SP (ATP 0,5 mM, fosfato de creatina 20 
mM, MgCl2 1,6 mM), y compuestos en DMSO (con una concentración final del 1% de DMSO). Después de 90 min de 20 
incubación, la reacción se detuvo mediante la adición de 18 µL de NaCl 5 M, y las mezclas se incubaron con 10 µL 
de perlas magnéticas recubiertas con estreptavidina M-280 (Invitrogen™, Life Technologies™, Grand Island, Nueva 
York) durante 30 min a temperatura ambiente para capturar ARNm pre- y cortado y empalmado de Ad2. Las perlas 
se lavaron dos veces con 100 µL de tampón que contenía Tris 10 mM pH = 7,5, EDTA 1 mM y NaCl 2 M, y luego se 
incubaron en tampón de carga de gel de ARN que contenía formamida al 95% a 70ºC durante 10 min para eluir los 25 
ARN. Los ARN de Ad2 se resolvieron mediante gel de TBE-UREA al  6%, se transfirieron a una membrana de nilón, 
se reticularon con UV y se sondaron con una estreptavidina marcada con IRDye® (LI-COR, Lincoln, Nebraska). La 
cantidad de ARN cortado y empalmado se cuantificó midiendo la intensidad fluorescente de la banda utilizando el 
software LI-COR Image Studio. 

Resultados 30 

Los datos se presentan en la Tabla 3 que figura más adelante. Emáx se refiere a la respuesta máxima alcanzable a 
un compuesto en un intervalo de dosis testado, con un valor negativo que indica la letalidad celular. Un valor Emáx 
negativo mayor indica una mayor letalidad celular para un compuesto particular. Por ejemplo, en células Panc 05.04, 
una línea celular de SF3B1 mutante, el mayor valor Emáx negativo indica que el Compuesto 1 tenía mayor letalidad 
celular que el Compuesto 2. 35 

Las células WiDr-R son células de cáncer de colon que tienen una mutación R1074H inducida químicamente y se ha 
demostrado que son resistentes a la pladienolida B en términos de inhibición del crecimiento (Yokoi, A., et al., 2011 
FEBS Journal, 278:4870-4880). El contra-rastreo de los compuestos en este ensayo de viabilidad con una línea 
celular WiDr-R "resistente" puede indicar si estos compuestos tienen efecto(s) fuera del objetivo. Los compuestos 
que carecen de actividad inhibidora del crecimiento (GI50) en la línea celular WiDr-R resistente, pero mantienen la 40 
actividad en la línea celular WiDr parental sugieren que la modulación de corte y empalme en el mecanismo es 
responsable de la inhibición del crecimiento que se observa en la línea celular WiDr precursora. 

El ensayo de corte y empalme in vitro (IVS) arriba descrito es un ensayo bioquímico que controla la inhibición del 
corte y empalme de un pre-ARNm a modo de ejemplo en un ARNm. Este ensayo bioquímico permite a los 
investigadores evaluar en qué concentración de corte y empalme de esta transcripción particular se inhibe en un 45 
contexto no celular y se utiliza para demostrar la actividad inhibidora del corte y empalme mecánico. 

Tabla 3: Actividad Biológica de los Compuestos 1, 2, 3 y 4 

Compuesto 
número 

Panc 05.04 
(células mt 

SF3B1)  
Emáx(%) 

Panc 05.04 
(células mt 

SF3B1), GI50(nM) 

WiDr 
GI50(nM) 

WiDr-R 
GI50(nM) 

Ensayo de corte y 
empalme in vitro 

(IVS) (nM) 
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Compuesto 
número 

Panc 05.04 
(células mt 

SF3B1)  
Emáx(%) 

Panc 05.04 
(células mt 

SF3B1), GI50(nM) 

WiDr 
GI50(nM) 

WiDr-R 
GI50(nM) 

Ensayo de corte y 
empalme in vitro 

(IVS) (nM) 

1 -86,85 19,48 15,85 >1000 188,00 

2 -66,09 32,72 31,78 >1000 1330,00 

3 -90,81 20,75 26,29 >1000 770,00 

4 -86,16 11,81 12,98 >1000 89,00 

 
Clave 

Células Panc 05.04: células de cáncer pancreático, línea celular mutante SF3B1 (mutaciones Q699H y K700E en 
SF3B1) 

Células WiDr: células de cáncer de colon (SF3B1 tipo salvaje) 5 

Células WiDr-R: células de cáncer de colon (mutante SF3B1 inducido químicamente que es resistente a E7107 
(mutación R1074H)) 

ENSAYO ADICIONAL DE COMPUESTOS 

Estudio Farmacocinético en Ratones (PK) 

El compuesto 2 se dosificó a razón de 5 mg/kg IV (vía intravenosa) o 10 mg/kg PO (administración oral) a ratones 10 
CD-1. Después de la administración, se recogieron muestras de sangre en momentos predeterminados de cinco 
ratones a través de sangrado en serie de la vena de la cola. La sangre se recogió a las 0,083 (0,167 PO solamente), 
0,5, 1, 2, 4, 6, 8 y 24 horas después de la administración. Las muestras de sangre se centrifugaron a 5000 RPM 
durante 5 minutos para recoger plasma en el espacio de 30 minutos posteriores a la recogida de sangre. Después 
de la extracción, las muestras se analizaron utilizando LCMS. Los parámetros de PK se calcularon utilizando un 15 
análisis no compartimental en WinNonlin v6.3. 

Los datos indicaron que el Compuesto 2 muestra biodisponibilidad oral y propiedades farmacocinéticas favorables 
en el modelo de ratón (FIG. 1, Tabla 4). 

Tabla 4 

Propiedad Farmacocinética 
Dosis 

5 mg/kg IV 10 mg/kg PO 

Cmáx (ng/mL) ND 840,73 

Cmáx/D (ng/mL/D) ND 84,07 

tmáx (h) ND 1,00 

t1/2 (h) 3,88 4,04 

AUC0-t (ng•h/mL) 3156,95 2513,35 

AUC0-inf (ng•h/mL) 3163,56 2544,86 

AUC0-inf/D (ng•h/mL/D) 632,71 254,49 

CL (L/kg/h) 1,58 ND 

Vss (L/kg) 2,37 ND 

% F ND 40,22 

 20 
Modelo de Xenoinjerto de Ratón 
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La eficacia del Compuesto 2 se testó en un modelo de xenoinjerto de ratón. Células isogénicas Nalm-6 SF3B1K700E 
(pre-línea de células B humana, 10x106 células) se implantaron subcutáneamente en el flanco de ratones CB17-
SCID hembras. Los ratones se trataron con el Compuesto 2 (etanol al 10%, TWEEN-80 al 5%, solución salina al 
85%) o control vehículo. A los animales se les administró por vía oral diariamente durante 14 días (QDx14 PO) en 
las cantidades indicadas en la FIG. 2 y se controlaron hasta que alcanzaron alguno de los siguientes puntos finales: 5 
1) volumen excesivo del tumor medido tres veces por semana (volumen del tumor calculado utilizando la fórmula 
elipsoidal: (longitud x anchura2)/2); o 2) el desarrollo de cualquier problema de salud como parálisis o pérdida 
excesiva de peso corporal. Todos los estudios en animales se realizaron de acuerdo con H3 Biomedicine Guide for 
the Care and Use of Laboratory Animals. 

Los resultados indicaron que el Compuesto 2 fue eficaz cuando se administró por vía oral y redujo el crecimiento del 10 
tumor en el modelo de ratón con xenoinjerto (FIG. 2). 

Ensayo de PK/PD en el Modelo de Xenoinjerto de Ratón 

La farmacocinética (PK)/farmacodinámica (PD) del Compuesto 2 también se analizó en el modelo de xenoinjerto de 
ratón Nalm-6. Células isogénicas Nalm-6 SF3B1K700E (pre-línea de células B humanas, 10x106 células) se 
implantaron subcutáneamente en el flanco de ratones CB17-SCID-hembra. A los ratones se les administró una dosis 15 
oral única de 10 mg/kg de Compuesto 2 (etanol al 10%, TWEEN-80 al 5%, solución salina al 85%) y los tumores se 
recogieron en los tiempos indicados después de la administración para el análisis. 

El ARN se aisló utilizando el kit de purificación de ARN RiboPure™ (Ambion®) y se utilizó para el análisis por qPCR. 
El ARN se retrotranscribió de acuerdo con las instrucciones del kit de síntesis de ADNc Superscript® VILO™ 
(Invitrogen™) y se utilizaron 0,04 µl de ADNc para la PCR cuantitativa (qPCR). La qPCR para pre-ARNm EIF4A1 y 20 
ARNm maduro SLC24A19 y la evaluación de PK se realizaron tal como se informó previamente (Eskens, F. A. et al. 
Phase I pharmacokinetic and pharmacodynamic study of the first-in-class spliceosome inhibitor E7107 in patients 
with advanced solid tumors. Clin Cancer Res. 19, 6296-6304, doi:10.1158/1078-0432.CCR-13-0485 (2013)). Todos 
los estudios en animales se llevaron a cabo de acuerdo con H3 Biomedicine Guide for the Care and Use of 
Laboratory Animals. 25 

Los resultados mostrados en la FIG. 3 indicaron que el Compuesto 2 mostró respuestas de PD a una dosis tolerada 
a través de la vía de administración oral. 

Ensayo de Viabilidad Celular 

Para evaluar la viabilidad de células cancerosas Panc 05.04 (SF3B1MUT) (mutaciones Q699H y K700E en SF3B1) en 
presencia del Compuesto 2, se sembraron células a razón de 750 células por pocillo en una placa de 384 pocillos y 30 
se trataron con Compuesto 2 a las concentraciones indicadas en la FIG. 4 durante 72 horas a 37°C. El número 
relativo de células viables o apoptóticas se midió por luminiscencia utilizando el Ensayo de Viabilidad Celular 
luminiscente CELLTITER-GLO® (Promega). 

Los resultados indicaron una letalidad celular diferencial en la línea celular de cáncer pancreático SF3B1 mutante 
frente a líneas celulares de cáncer pancreático SF3B1 de tipo salvaje (FIG 4). 35 

Comparación de Corte y Empalme Alternativo para E7107 y Compuesto 2 

La modulación del corte y empalme alternativo para E7107 y Compuesto 2 se determinó utilizando el sistema de 
análisis nCounter® (NanoString Techologies, Inc., Seattle, Washington). Células isogénicas Nalm-6 fueron tratadas 
con Compuesto 2 o E7107 (obtenido de Eisai, Inc.) a 10 x GI50 durante 6 horas. El ARN se aisló utilizando el kit de 
purificación de ARN RiboPure™ (Ambion®) y se utilizó para el análisis. El ARN se retrotranscribió de acuerdo con 40 
las instrucciones del kit de síntesis de ADNc Superscript® VILO™ (Invitrogen™) y se utilizaron 0,04 µl de ADNc para 
la qPCR. 

Los resultados mostrados en la FIG. 5 indicaron que el perfil de modulación de corte y empalme para el Compuesto 
2 es distinto del perfil de E7107. 

Estudio Farmacocinético (PK) en Ratones de Compuesto 1 45 

Compuesto 1 se dosificó a razón de 5 mg/kg IV o 12 mg/kg PO a ratones CD-1. Después de la administración, se 
recogieron muestras de sangre en momentos predeterminados de cinco ratones mediante sangrado en serie de la 
vena de la cola. La sangre se recogió a las 0,083 (0,167 PO solamente), 0,5, 1, 2, 4, 6, 8 y 24 horas después de la 
dosis. Las muestras de sangre se centrifugaron a 5000 RPM durante 5 minutos para recoger plasma en el espacio 
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de 30 minutos posteriores a la recogida de sangre. Después de la extracción, las muestras se analizaron utilizando 
LCMS. Los parámetros de PK se calcularon utilizando un análisis no compartimental en WinNonlin v6.3. 

Los datos indicaron que el Compuesto 1 mostró biodisponibilidad oral y propiedades farmacocinéticas favorables en 
el modelo de ratón (FIG. 6, Tabla 5). 

TABLA 5 5 

Propiedad Farmacocinética 
Dosis 

5 mg/kg IV 12 mg/kg PO 

Cmax (ng/mL) ND 1810,81 

Cmax/D (ng/mL/D) ND 141,47 

tmax (h) ND 0,50 

t1/2 (h) 2,54 3,00 

AUC0-t (ng•h/mL) 4453,75 6206,20 

AUC0-inf (ng•h/mL) 4670,80 6234,38 

AUC0-inf/D (ng•h/mL/D) 934,15 487,06 

CL (L/kg/h) 1,07 ND 

Vss (L/kg) 2,10 ND 

% F ND 52,14 

Eficacia del Compuesto 1 en un Modelo de Xenoinjerto de Ratón 

La eficacia de Compuesto 1 se testó en un modelo de xenoinjerto de ratón. Células isogénicas Nalm-6 SF3B1K700E 
(pre-línea de células B humanas, 10x106 células) se implantaron subcutáneamente en el flanco de ratones CB17-
SCID-hembra. Los ratones fueron tratados con Compuesto 1 (etanol al 10%, TWEEN-80 al 5%, solución salina al 
85%) o control vehículo. A los animales se les administró por vía oral diariamente durante 14 días (QDx14 PO) con 10 
7,5 mg/kg o 10 mg/kg de Compuesto 1 o vehículo y se controlaron hasta que alcanzaron alguno de los siguientes 
puntos finales: 1) volumen tumoral excesivo medido tres veces por semana (volumen del tumor calculado mediante 
la fórmula del elipsoide: (longitud x anchura 2)/2); o 2) el desarrollo de cualquier problema de salud como parálisis o 
pérdida excesiva de peso corporal. Todos los estudios en animales se realizaron de acuerdo con H3 Biomedicine 
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals. 15 

Los resultados indicaron que el Compuesto 1 fue eficaz cuando se administró por vía oral y redujo el crecimiento del 
tumor en el modelo de ratón con xenoinjerto (FIG. 7). 

Ensayo de PK/PD en el Modelo de Xenoinjerto de Ratón 

La farmacocinética (PK)/farmacodinámica (PD) del Compuesto 1 también se analizó en el modelo de xenoinjerto de 
ratón Nalm-6. Células isogénicas Nalm-6 SF3B1K700E (pre-línea de células B humanas, 10x106 células) se 20 
implantaron subcutáneamente en el flanco de ratones CB17-SCID-hembra. A los ratones se les administró una dosis 
oral única de Compuesto 1 (etanol al 10%, TWEEN-80 al 5%, solución salina al 85%) y los tumores se recogieron en 
los tiempos indicados después de la administración para el análisis. 

El ARN se aisló utilizando el kit de purificación de ARN RiboPure™ (Ambion®) y se utilizó para el análisis por qPCR. 
El ARN se retrotranscribió de acuerdo con las instrucciones del kit de síntesis de ADNc Superscript® VILO™ 25 
(Invitrogen™) y se utilizaron 0,04 µl de ADNc para la PCR cuantitativa (qPCR). La qPCR para pre-ARNm EIF4A1 y 
ARNm maduro SLC24A19 y la evaluación de PK se realizaron tal como se informó previamente (Eskens, F. A. et al. 
Phase I pharmacokinetic and pharmacodynamic study of the first-in-class spliceosome inhibitor E7107 in patients 
with advanced solid tumors. Clin Cancer Res. 19, 6296-6304, doi:10.1158/1078-0432.CCR-13-0485 (2013)). Todos 
los estudios en animales se llevaron a cabo de acuerdo con H3 Biomedicine Guide for the Care and Use of 30 
Laboratory Animals. 
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Los resultados mostrados en la FIG. 8 indicaron que el Compuesto 1 mostró respuestas de PD a una dosis tolerada 
a través de la vía de administración oral. 

Estudio Farmacocinético (PK) en Ratones de Compuesto 3 

El compuesto 3 se dosificó a razón de 5,964 mg/kg IV o 13,307 mg/kg PO a ratones CD-1. Después de la 
administración, se recogieron muestras de sangre en momentos predeterminados de cinco ratones mediante 5 
sangrado en serie de la vena de la cola. La sangre se recogió a las 0,083 (0,167 PO solamente), 0,5, 1, 2, 4, 6, 8 y 
24 horas después de la dosis. Las muestras de sangre se centrifugaron a 5000 RPM durante 5 minutos para recoger 
plasma en el espacio de los 30 minutos posteriores a la recogida de sangre. Después de la extracción, las muestras 
se analizaron utilizando LCMS. Los parámetros de PK se calcularon utilizando un análisis no compartimental en 
WinNonlin v6.3. 10 

Los datos indicaron que el Compuesto 3 mostró biodisponibilidad oral y propiedades farmacocinéticas favorables en 
el modelo de ratón (FIG. 9, Tabla 6). 

TABLA 6 

Propiedad Farmacocinética 
Dosis 

5.964 mg/kg IV 13.307 mg/kg PO 

Cmax (µg/mL) ND 1,567 

tmax (h) ND 2,000 

t1/2 (h) 3,660 3,322 

AUCfinite (µg/mL*h) 6,210 8,136 

AUC0-inf (µg/mL*h) 6,245 8,188 

AUC0-inf/D (µg/mL*h/D) 1,047 0,615 

Vss (mL/kg) 2975,561 ND 

CLtot (mL/h/kg) 954.975 NA 

BA (%) NA 58.758 

 
Estudio Farmacocinético (PK) en Ratones de Compuesto 4 15 

El compuesto 4 se dosificó a razón de 5 mg/kg IV o 10 mg/kg PO a ratones CD-1. Después de la administración, se 
recogieron muestras de sangre en momentos predeterminados de cinco ratones mediante sangrado en serie de la 
vena de la cola. La sangre se recogió a las 0,083 (0,167 PO solamente), 0,5, 1, 2, 4, 6, 8 y 24 horas después de la 
dosis. Las muestras de sangre se centrifugaron a 5000 RPM durante 5 minutos para recoger plasma en el espacio 
de los 30 minutos posteriores a la recogida de sangre. Después de la extracción, las muestras se analizaron 20 
utilizando LCMS. Los parámetros de PK se calcularon utilizando un análisis no compartimental en WinNonlin v6.3. 

Los datos indicaron que el Compuesto 4 mostró biodisponibilidad oral y propiedades farmacocinéticas favorables en 
el modelo de ratón (FIG. 10, Tabla 7). 

TABLA 7 

Propiedad Farmacocinética 
Dosis 

5 mg/kg IV 10 mg/kg PO 

Cmax (µg/mL) ND 1,252 

tmax (h) ND 2,000 

t1/2 (h) 3,013 2,975 

AUC0-t (ug/mL*h) 6,610 7,911 

AUC0-inf (ug/mL*h) 6,623 7,951 
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Propiedad Farmacocinética 
Dosis 

5 mg/kg IV 10 mg/kg PO 

AUC0-inf/D (ug/mL*h/D) 1,325 0,795 

Vss (mL/kg) 1893,683 ND 

CLtot (mL/h/kg) 754,924 ND 

BA (%) ND 60,024 

 
Los resultados arriba presentados demuestran que los compuestos 1, 2, 3 y 4 poseen cada uno biodisponibilidad 
oral y propiedades farmacocinéticas favorables. Esta es una mejora con respecto a E7107, que ha sido administrado 
a pacientes como infusión intravenosa debido a su insuficiente biodisponibilidad oral (Hong et al. (2014), Invest New 
Drugs 32, 436-444). 5 
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REIVINDICACIONES 

1. Un compuesto seleccionado de un compuesto de fórmula 1: 

 

un compuesto de fórmula 2: 

 5 

un compuesto de fórmula 3: 

 

un compuesto de fórmula 4: 

 

y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos. 10 

2. El compuesto de la reivindicación 1, seleccionado de un compuesto de fórmula 1: 
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y sales farmacéuticamente aceptables del mismo. 

3. El compuesto de la reivindicación 1, seleccionado de un compuesto de fórmula 2: 

 

y sales farmacéuticamente aceptables del mismo. 5 

4. El compuesto de la reivindicación 1, seleccionado de un compuesto de fórmula 3: 

 

y sales farmacéuticamente aceptables del mismo. 

5. El compuesto de la reivindicación 1, seleccionado de un compuesto de fórmula 4: 

 10 

y sales farmacéuticamente aceptables del mismo. 

6. El compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde dicho compuesto es 
estereoquímicamente puro, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. 
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7. El compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde dicho compuesto más de 
aproximadamente 97% en peso de un estereoisómero del compuesto y menos de aproximadamente 3% en 
peso de los otros estereoisómeros del compuesto, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. 

8. Una composición farmacéutica, que comprende el compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable del 
mismo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7. 5 

9. La composición farmacéutica de la reivindicación 8, en donde dicha composición se formula para la 
administración intravenosa, oral, subcutánea o intramuscular. 

10. La composición farmacéutica de la reivindicación 9, en donde dicha composición se formula para la 
administración oral. 

11. Un compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo con una cualquiera de las 10 
reivindicaciones 1-7, para uso en el tratamiento terapéutico de síndrome mielodisplásico, leucemia linfocítica 
crónica, leucemia linfoblástica aguda, leucemia mielomonocítica crónica, leucemia mieloide aguda, cáncer de 
colon, cáncer de páncreas, cáncer de endometrio, cáncer de ovario, cáncer de mama, melanoma uveal, cáncer 
gástrico, colangiocarcinoma o cáncer de pulmón. 

12. Un compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para uso de acuerdo con la reivindicación 15 
11, en el tratamiento de leucemia mieloide. 

13. Un compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para uso de acuerdo con la reivindicación 
11, en el tratamiento del síndrome mielodisplásico. 

14. Un compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para uso de acuerdo con la reivindicación 
11, en el tratamiento de leucemia linfocítica crónica. 20 

15. Un compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para uso de acuerdo con la reivindicación 
11, en el tratamiento de leucemia linfoblástica aguda. 

16. Un compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para uso de acuerdo con la reivindicación 
11, en el tratamiento de leucemia mielomonocítica crónica. 

17. Un compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para uso de acuerdo con la reivindicación 25 
11, en el tratamiento de cáncer de colon. 

18. Un compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para uso de acuerdo con la reivindicación 
11, en el tratamiento de cáncer de páncreas. 

19. Un compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para uso de acuerdo con la reivindicación 
11, en el tratamiento de cáncer de endometrio. 30 

20. Un compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para uso de acuerdo con la reivindicación 
11, en el tratamiento de cáncer de ovario. 

21. Un compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para uso de acuerdo con la reivindicación 
11, en el tratamiento de cáncer de mama. 

22. Un compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para uso de acuerdo con la reivindicación 35 
11, en el tratamiento de melanoma uveal. 

23. Un compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para uso de acuerdo con la reivindicación 
11, en el tratamiento de cáncer gástrico. 

24. Un compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para uso de acuerdo con la reivindicación 
11, en el tratamiento de colangiocarcinoma. 40 

25. Un compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para uso de acuerdo con la reivindicación 
11, en el tratamiento de cáncer de pulmón. 
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26. Un compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo con la reivindicación 11, en 
donde dicho síndrome mielodisplásico, dichas leucemia linfocítica crónica, leucemia linfoblástica aguda, 
leucemia mielomonocítica crónica, leucemia mieloide aguda, dichos cáncer de colon, cáncer de páncreas, 
cáncer de endometrio, cáncer de ovario, cáncer de mama, melanoma uveal, cáncer gástrico, colangiocarcinoma 
o cáncer de pulmón es positivo para una o más mutaciones en un gen o una proteína de espliceosoma. 5 

27. Un compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para uso de acuerdo con la reivindicación 
26, en donde dicho gen o dicha proteína de espliceosoma se selecciona de la subunidad 1 del factor 3B de 
corte y empalme (SF3B 1), U2 pequeño factor auxiliar de ARN nuclear 1 (U2AF1), factor 2 de corte y empalme 
rico en serina/arginina (SRSF2), dedo de zinc (tipo CCCH) motivo de unión a ARN y rico en serina/arginina 2 
(ZRSR2), factor de procesamiento de pre-ARNm 8 (PRPF8), U2 pequeño factor auxiliar de ARN nuclear 2 10 
(U2AF2), factor de corte y empalme 1 (SF1), subunidad 1 del factor 3a de corte y empalme (SF3A1), factor de 
procesamiento 40 PRP40 de pre-ARNm homólogo B (PRPF40B), proteína 10 del motivo de unión a ARN 
(RBM10), proteína 1 de unión a poli(rC) (PCBP1), factor 1 de empalme de pre-ARNm torcido (CRNKL1), caja 
DEAH (Asp-Glu-Ala-His) helicasa 9 (DHX9), tipo peptidil-prolil cis-trans isomerasa 2 (PPIL2), proteína 22 de 
motivo de unión a ARN (RBM22), ribonucleoproteína nuclear pequeña Sm D3 (SNRPD3), probable ARN 15 
helicasa DDX5 dependiente de ATP (DDX5), ARN helicasa DHX15 dependiente de ATP de factor de corte y 
empalme pre-ARNm y proteína de unión 1 a poliadenilato (PABPC1). 

28. Un compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para uso de acuerdo con la reivindicación 
27, en donde dicho gen o dicha proteína de espliceosoma es la subunidad 1 del factor 3B de corte y empalme. 

E15727125
19-02-2019ES 2 712 401 T3

 



30 

 

 

 

 

E15727125
19-02-2019ES 2 712 401 T3

 



31 

 

 

E15727125
19-02-2019ES 2 712 401 T3

 



32 

 

 

 

 

 

 

 

  

E15727125
19-02-2019ES 2 712 401 T3

 



33 

 

 
 

E15727125
19-02-2019ES 2 712 401 T3

 



34 

 

 
 
 
 
 

E15727125
19-02-2019ES 2 712 401 T3

 



35 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

E15727125
19-02-2019ES 2 712 401 T3

 


	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos



