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ES 2315511 T3

DESCRIPCION

Compuestos inmunomoduladores y su método de uso.
Fundamento de la invencion

El sistema inmunitario proporciona defensas vitales contra la invasién de patdgenos tales como bacterias, virus,
parésitos, helmintos y otros invasores extrafios, asi como también proporciona proteccién contra la proliferacion de
células neoplasicas. La eliminacién de patégenos y de células neopldsicas requiere la estimulacion del sistema inmu-
nitario. Sin embargo, en ciertos casos, las respuestas inmunitarias y la estimulacién del sistema inmunitario pueden
ocasionar o contribuir también a enfermedades y patologias tales como enfermedades autoinmunitarias, inflamacion,
alergia, anafilaxis y choque séptico.

La generacién de tratamientos eficaces para estas enfermedades y estas patologias ha resultado dificil de encontrar.
Por ejemplo, inmunosupresores de amplio espectro tales como ciclosporina A y esteroides pueden ser usados para
tratar enfermedades autoinmunitarias, alergias y otras patologias, pero estos tratamientos pueden presentar efectos se-
cundarios graves. De modo semejante, los tratamientos actuales de procesos inflamatorios tales como trastorno e hiper-
funcién adrenocortical crénicos, alergias, artritis reumatoide, lupus, enfermedad inflamatoria del intestino, neumonia,
asma bronquial, trastornos hematoldgicos, dermatitis y eccema, pueden presentar efectos secundarios indeseados de
estos agentes, incluyendo hipertension, aterosclerosis, diabetes, hiperglucemia, adelgazamiento 6seo y desequilibrio
electrolitico.

Los tratamientos mejorados de enfermedades y patologias asociadas con el sistema inmunitario y respuestas inmu-
nitarias requieren la capacidad de modular y reconducir ciertas respuestas inmunitarias para suprimir las respuestas
perjudiciales sin comprometer la capacidad del individuo para eliminar infecciones.

Los documentos WO 00/44758 y WO 02/09752 describen compuestos que actiian como adyuvantes inmunolégicos
cuando son administrados conjuntos con antigenos tales como vacunas para enfermedades bacterianas y virales.

Hawkins et al., J. Pharm. Exper. Therap., 300 (2), 2002, 655-661, describen una serie de compuestos que contienen
lipidos unidos a una estructura fundamental aciclica que contiene fosfato, que se mostré que ponian de manifiesto
actividad de adyuvante in vivo.

El documento WO 01/90129 describe el tratamiento de enfermedades infecciosas, enfermedades autoinmuniarias
y alergias mediante el empleo de compuestos a base de mono- y disacaridos para estimular selectivamente la respuesta
inmunitaria de animales y plantas.

Sumario de la invencion

La invencidn es tal como se define en las reivindicaciones que se acompaiian. En un aspecto, la presente invencién
proporciona el uso de un compuesto de la férmula I para preparar un medicamento para el tratamiento de una enfer-
medad seleccionada entre el grupo que consiste en alergia, asma, dermatitis atopica, rinitis alérgica, eccema, urticaria
y alergias alimentarias, o para la supresion de una respuesta inmunitaria asociada con anafilaxis.

En otro aspecto, la invencién proporciona el uso de un compuesto inmunoestimulador de la férmula I como el
agente activo para preparar un medicamento para desensibilizar a un sujeto contra la ocurrencia de una reaccién
alérgica en respuesta a contacto con un alergeno o antigeno particular.

En otro aspecto, la invencidn proporciona el uso de un compuesto de férmula I como el ingrediente activo para
preparar un medicamento para prevenir, mejorar o retardar el comienzo de asma.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es una grafica que muestra los resultados de un ensayo in vitro para inducir la liberacién de la citoquina
TNF-alfa por los compuestos 100, 184 6 186 de la invencién.

La Figura 2 es una gréfica que muestra los resultados de un ensayo in vitro para inducir la liberacién de IL-10 e
IL-12 por los compuestos ER803022, ER803702, ER804053, ER804057, ER804058 y ER804059.

La Figura 3 es una gréfica que muestra la estimulacién de la expresién de fosfatasa alcalina a partir de una cons-
truccién informadora inducible con el promotor TNF (TNF-PLAP) en células THP-1 por los compuestos 106 y 126,
en ausencia y presencia de suero al 10%.

La Figura 4 es una grafica que muestra la estimulacion de la liberacién de IL-10 a partir de esplenocitos normales
del ratén, por los compuestos 104, 106, 124, 160 y 162 de la invencién.

LaFigura 5 es una grafica que muestra la estimulacién de la liberacién de interferén-gamma a partir de esplenocitos
normales del ratén, por los compuestos 104, 106, 124, 126, 160 y 162 de la invencion.
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La Figura 6 es una grafica que muestra la estimulacién de la liberacién de TNF-alfa en respuesta a los ligan-
dos TLR2, TLR4 y TLR9Y, por células de macréfago del ratén sin tratar y células de macréfago del ratén tratadas
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previamente con el compuesto inmunomodulador ER803022.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

La presente invencidn estd dirigida, en parte, al uso de compuestos inmunomoduladores de la férmula I

en la que:
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R! esta seleccionado entre el grupo que consiste en:

(a) C(O);

(b) C(0)-alquilo(C,_14)-C(O), en donde dicho alquilo C,_, estd sustituido opcionalmente con hidroxi, alcoxi
C,_s, alquilen(C,_s)dioxi, alquil(C,_s)amino o alquil(C,_s)arilo, en donde dicho resto arilo de dicho al-
quil(C,_s)arilo esta sustituido opcionalmente con alcoxi C,_s, alquil(C,_s)amino, alcoxi(C,_s)amino, alquil
(C,_s)amino-alcoxi(C,_s), -O-alquil(C,_s)amino-alcoxi(C,_s), -O-alquil(C,_s)amino-C(O)-alquil(C,_s)C(O)
OH, -O-alquil(C,_s)amino-C(O)-alquil(C,_s)-C(O)-alquilo C,_s;

(¢) C,aCsesalquilo de cadena lineal o ramificada, sustituido opcionalmente con hidroxi o alcoxi; y

(d) -C(0O)-arileno(Cy_1,)-C(O)- en donde dicho arileno estd sustituido opcionalmente con hidroxi, halégeno,
nitro o0 amino;

a 'y b son, independientemente, 0, 1, 2,3 6 4;

d,d’, d”, e, e’ y e’ son, independientemente, un niimero entero desde 1 a 4;

X!, X2, Y! e Y? estdn seleccionados, independientemente, entre el grupo que consiste en null, oxigeno, NHy N
(C(O)alquilo(C,_4), y N[alquilo(C,_4)]»;

W! y W? estdn seleccionados, independientemente, entre el grupo que consiste en carbonilo, metileno, sulfona y
sulfoxido;

R? y R3 estdn seleccionados, independientemente, entre el grupo que consiste en

(a) alquilo de cadena lineal o de cadena ramificada, de C, a C,, que estd sustituido opcionalmente con oxo,
hidroxi o alcoxi,

(b) alquenilo o dialquenilo de cadena lineal o de cadena ramificada, de C, a Cy, que esta sustituido opcional-
mente con 0xo, hidroxi o alcoxi;
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(c) alcoxi de cadena lineal o de cadena ramificada, de C, a Cy, que estd sustituido opcionalmente con oxo,
hidroxi o alcoxi;

(d) -NH-alquilo de cadena lineal o de cadena ramificada, de C, a Cy, en donde dicho grupo alquilo estd
sustituido opcionalmente con oxo, hidroxi o alcoxi; y

(e

en donde Z estd seleccionado entre el grupo que consiste en O y NH, y M y N estdn seleccionados, inde-
pendientemente, entre el grupo que consiste en alquilo, alquenilo, alcoxi, aciloxi, alquilamino y acilamino,
de cadena lineal o ramificada, de C, a C,;

R® y R® estdn seleccionados, independientemente, entre el grupo que consiste en alquilo o alquenilo, de cadena
lineal o de cadena ramificada, de C, a C,, sustituido opcionalmente con oxo o fluoro;

R* y R7 estdn seleccionados, independientemente, entre el grupo que consiste en C(O)-alquilo o alquenilo de
cadena lineal o de cadena ramificada, de C, a Cy; alquilo de cadena lineal o de cadena ramificada de C, a C,; alcoxi
de cadena lineal o de cadena ramificada de C, a C,y; alquenilo de cadena lineal o de cadena ramificada, de C, a C,; en
los que dichos grupos alquilo, alquenilo o alcoxi pueden estar sustituidos, independiente y opcionalmente, con hidroxi,
fluoro o alcoxi de C, a Cs;

G', G?, G y G* estdn seleccionados, independientemente, entre el grupo que consiste en oxigeno, metileno, amino,
tiol, -NHC(O)-, y -N(C(O)alquilo de C,_4)-; 0

G*R* 6 G*R” pueden ser, juntos, un dtomo de hidrégeno o hidroxilo;

o una de sus sales farmacéuticamente aceptable.

En compuestos de la invencién preferidos, uno o méas de lo siguiente estd presente: cada uno de a 'y b es 2; cada
uno de X' e Y' es NH; R! es C(O) 6 C(0O)-alquil(C,_4)-C(0O); cadauno de d’ y e’ es 1; cadauno de d” ye” es 1; 0
cadaunoded’ y e’ son 2.

En otras realizaciones preferidas, R! es un grupo C(O)(alquil(C,_,4)-C(O), en el que dicho alquil(C,_,,) estd susti-
tuido, por ejemplo, con un grupo alcoxi de C,_s;

En la realizacion mds preferida, la invencién esta dirigida a los compuestos ER 803022, ER 803058, ER 803732,
ER 804053, ER 804057, ER 804058, ER 804059, ER 804442, ER 804680 y ER 804764. y a composiciones que
contienen estos compuestos.

Definiciones

Carbonilo, tal como se usa aqui, es un resto (C=0).

Dicarbonilo, tal como usa aqui, es un resto con la estructura (C=0)-alquil-(C=0) ¢ (C=0)-aril-(C=0), que esti
unido a una molécula a través de los atomos de carbono de los dos restos de carbonilo terminales.

Oxo, tal como se usa aqui, es un grupo =0.

Ester alquilico, tal como se usa aqui, es un resto con la estructura O-(C=0)-alquilo, que estd unido a una molécula
a través del oxigeno del grupo éster no de doble enlace.

Ester alquenilico, tal como se usa aqui, es un resto con la estructura O-(C=0)-cadena carbonada, donde la cadena
carbonada contiene un doble enlace carbono-carbono, que estd unido a una molécula a través del oxigeno del grupo
éster no de doble enlace.

El término “alquileno” significa un grupo hidrocarbonado alquilo bivalente de cadena lineal o de cadena ramificada.

El término “alquenileno” significa un grupo hidrocarbonado bivalente, de cadena lineal o ramificada, que tiene un
unico doble enlace carbono-carbono.
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El término “dialquenileno” significa un grupo hidrocarbonado bivalente, insaturado, de cadena lineal o de cadena
ramificada, que tiene dos dobles enlaces carbono-carbono.

El término arileno se refiere a un grupo aromdtico bivalente.
La abreviatura “Boc” ,tal como se usa aqui,. significa t-butiloxicarbonilo.

Tal como se usa aqui con referencia a compuestos y composiciones de la invencidn, la expresioén “tipo 1” se refiere
a aquellos compuestos de la invencidon que corresponden a la férmula I anterior, en que los valores de a 'y b son los
mismos; los valores de d y e son los mismos; los valores de d’ y ¢’ son los mismos; los valores de d’ y €” son los
mismos; X! e Y' son los mismos; X? e Y? son los mismos; W' y W? son los mismos; R? y R® son los mismos: G' y
G? son los mismos; R*® y R® son los mismos, G? y G* son los mismos; y R* y R7 son los mismos. “Tipo 2”, tal como se
usa aqui, se refiere a compuestos o composiciones que corresponden a la férmula I en la que se aplica uno o més de lo
siguiente: los valores de a y b son diferentes, los valores de d y e son los mismos, los valores de d” y e’ son diferentes;
los valores de d” y €” son los mismos; X! e Y! son diferentes; X? e Y2 son diferentes; W' y W? son diferentes; G' y
G? son diferentes; R* y R® son diferentes; G* y G* son diferentes; o R* y R” son diferentes.

Métodos de modulacion de respuestas inmunitarias

La presente invencién se refiere a la modulacion de respuestas inmunitarias mediante la administracion de com-
puestos inmunomoduladores que atraen citoquinas y activan células inmunitarias. En particular, la presente invencién
estd dirigida hacia el uso de compuestos inmunomoduladores para la fabricacion de medicamentos que estimulan res-
puestas inmunitarias dirigidas contra organismos patégenos, o para suprimir respuestas inmunitarias asociadas con
alergia y anafilaxis, segin las reivindicaciones.

Tal como se usa aqui “compuestos inmunomoduladores” describe compuestos que, cuando se administran a un
sujeto, estimulan la produccion de citoquinas y provocan respuestas particulares por células inmunitarias. Es sabido
que la estimulacién de citoquinas potencia la actividad de algunas células inmunitarias y suprimen la actividad de otras
células inmunitarias.

Los compuestos inmunomoduladores usados en la invencién, son ligandos para el receptor TLR4. El TLR4 es un
miembro de la familia de receptores (TLR), receptores semejantes a Toll. En el hombre, la familia TLR comprende
diez receptores conocidos, designados TLR1-10.

Los receptores TLR estan asociados con el reconocimiento innato inmunitario de organismos patdgenos, y los
ligandos de TLR conocidos estdn asociados con patdégenos o con dafio de tejidos. Por ejemplo, otros ligandos del
TLR4 conocidos incluyen endotoxina bacteriana (conocida también como lipopolisacdrido, o LPS), lipoproteinas
pardsitas, proteina 70 humana del choque térmico, y restos de células necréticas humanas. Ligandos para otros TLRs
conocidos estdn asociados también con patégenos y dafio de tejidos, e incluyen peptidoglucano que es reconocido por
el TLR2, flagelina, reconocida por el TLRS, y secuencias de DNA de CpG bacteriana sin metilar, que son reconocidas
por el TLRO.

El reconocimiento de ligandos por el TLR4 da como resultado la secrecién de citoquinas y la activacién de diver-
sos caminos y comportamientos de células inmunitarias. Los ligandos de TLR4 atraen, tipicamente, un conjunto de
citoquinas que incluye IL-18, IL-6, IL-10, IL-12, y TNFe. Muchas de las citoquinas producidas por los ligados de
TLR4 poseen efectos inmunomoduladores o inmunoprotectores conocidos. Al menos dos de estas citoquinas, la IL-
10y la IL-12, desempefian un papel importante en la regulacion de las respuestas inflamatorias. Por ejemplo, la IL-10
posee propiedades antiinflamatorias y estd asociada con poblaciones de células T que regulan en descenso reacciones
inflamatorias. La IL-10 puede estar implicada también en la regulacién en descenso de respuestas mediadas por el
subconjunto Thl de células T cooperadoras, que estdn asociadas con muchas formas de enfermedades inflamatorias
tales como la artritis reumatoide y la enfermedad de Crohn. Por tanto, los ligandos de TLR4 pueden ser ttiles para
modular respuestas mediadas por las células Th1. Como otro ejemplo, la IL-12 estd asociada con funciones afines a las
células Th1, implicadas en la supresion de ciertos aspectos de enfermedades alérgicas, incluyendo la sintesis de IgE
de células B, que cursan por medio del subconjunto Th2 de células T cooperadoras. Asi pues, los agonistas de TLR4
y compuestos afines pueden ser ttiles para regular en descenso las respuestas de Th2 y resolver estados dependientes
de IL-4 u otras citoquinas asociadas con células Th2.

Como se describe con mds detalle en los Ejemplos que se proporcionan mds adelante, los compuestos inmunomo-
duladores usados en la invencién pueden atraer la produccién de citoquinas, con inclusién de las IL-1a, IL-18, IL-6,
IL-10, e IL-12, el interferén-c, el interferén-y, y GM-CSF.

Por consiguiente, la administracion de un compuesto de la férmula I puede inducir o estimular una respuesta inmu-
nitaria en un animal. Tal como se usa en esta memoria, inducir o estimular una respuesta inmunitaria significa estimular
la produccién de citoquinas, estimular la proliferacion de células inmunes, estimular la activacién de células inmunita-
rias, o estimular la actividad litica de células inmunitarias. Son ejemplos de respuestas inmunitarias estimuladas por la
invencidn, la secrecién de citoquinas, la activacion de células NK, la proliferacion de células B, células T, macréfagos,
monocitos y otras células inmunitarias, y otras respuestas inmunitarias. Estas respuestas pueden potenciar, a su vez, o
regular a la baja otras funciones inmunitarias.
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La administracién de un compuesto inmunomodulador de la férmula I puede regular al alza una respuesta inmu-
nitaria en un sujeto. Tal como se usa en esta memoria, la regulacion al alza de una respuesta inmunitaria significa
aumentar una respuesta inmunitaria existente o un componente de una respuesta inmunitaria existente. La regula-
cién al alza de respuestas inmunitarias puede ser usada para tratar trastornos alérgicos por alteracion del equilibrio
de respuestas de Thl y Th2. Por ejemplo, la administraciéon de los compuestos inmunomoduladores de la inven-
cién puede usarse para alterar el equilibrio de respuestas de Thl y Th2, reduciendo con ello la respuesta inmu-
nitaria de un sujeto a caspas de animales, polen. dcaros del polvo, venenos de himendpteros y otros antigenos o
alergenos.

La administracién de los compuestos inmunomoduladores de la invencion puede usarse también para tratar estados
tales como el asma, la dermatitis atdpica, las rinitis alérgicas, el eccema, la urticaria y las alergias alimentarias.

Puede usare un compuesto inmunomodulador de la férmula I para reducir una respuesta inmunitaria en un sujeto.
Tal como se usa aqui, reducir una respuesta inmunitaria en un sujeto significa ocasionar una disminucién de la pro-
duccién de citoquinas, la proliferacién de linfocitos, monocitos, macréfagos, células dendriticas o células mortiferas
naturales, causar una disminucion de la actividad litica de células mortiferas naturales u ocasionar una disminucion de
la actividad litica de células T citotoxicas.

En otro aspecto, la invencién proporciona el uso de un compuesto inmunomodulador de férmula I como ingrediente
activo para preparar un medicamento para desensibilizar a un sujeto contra la ocurrencia de una reaccion alérgica en
respuesta a contacto con un antigeno o un alergeno particular. Tal como se usa en esta memoria, desensibilizar a
un sujeto significa reducir la respuesta inmunitaria del sujeto a exposicioén a alergenos o antigenos particulares. Por
ejemplo, el sujeto puede manifestar una produccién disminuida de IgE, una produccién disminuida de células B que
producen IgE, una produccién disminuida de histamina, o una liberacién disminuida de citoquinas, en respuesta a
exposicion a un alergeno o un antigeno.

En otro aspecto, la invencién proporciona el uso de un compuesto de férmula I para fabricar un medicamento para
prevenir, mejorar o retardar la iniciacién de asma en un sujeto.

Estudios recientes han indicado que la exposicion a agentes microbianos durante la infancia puede conferir bene-
ficios protectores, tales como proporcionar proteccién contra el desarrollo de asma y otros estados alérgicos. Se ha
sugerido que el proporcionar antigenos seguros y eficaces que imiten los efectos protectores de patdgenos microbia-
nos sin los riesgos asociados, podria conferir una proteccién similar contra el desarrollo de alergias y asma (Liu, A.H.
(2002). J. Allergy Clin. Immunol., 109:379-92).

Un compuesto inmunoestimulador segtin la férmula I, puede ser administrado a un sujeto en riesgo de desarrollar
alergias o asma. Preferiblemente, el sujeto es un sujeto juvenil.

El ligando de TLR endotoxina estd asociado con un fendmeno conocido como tolerancia de endotoxina. La endoto-
xina (conocida también como lipopolisacarido, o LPS) es un glicolipido que se encuentra en las membranas celulares
de bacterias Gram-negativas. La endotoxina es uno de los mds potentes estimuladores conocidos de respuestas inmu-
nitarias, y la exposicion a endotoxina induce la produccién de citoquinas por monocitos y macréfagos.

La tolerancia a la endotoxina se refiere a la observacién de que una dosis inicial baja o subletal de endotoxina da
por resultado una respuesta inmunitaria disminuida a una dosis alta, posterior, de endotoxina y puede proteger contra
las siguientes dosis letales de endotoxina. La respuesta inmunitaria disminuida se manifiesta en la regulacién a la baja
del grado de reaccién de macréfagos, y niveles disminuidos de liberacion de citoquinas en comparacion con individuos
que no han sido tratados previamente, o hechos tolerantes, con dosis bajas de endotoxina.

De modo semejante, la administracién de los compuestos inmunomoduladores aqui descritos, puede suprimir las
respuestas subsiguientes a ligandos de TLR4 tales como la endotoxina. Ademads, la administracién de los compues-
tos inmunomoduladores descritos en esta memoria, pueden, asimismo, regular a la baja respuestas mediadas por la
exposicion subsiguiente a otros ligados de TLR., tales como lipoproteinas, y ligandos de TLRY, tales como acidos
nucleicos de CpG sin metilar, seglin se describe con més detalle en el Ejemplo 7.

La administracion de los compuestos inmunomoduladores de la invencidn puede ser usada para suprimir la aptitud
de ligandos de TLR tales como DNA bacteriano, RNA viral, proteinas endégenas humanas de choque térmico, lipidos
parasiticos o bacterianos, glicolipidos o lipoproteinas, para estimulas respuestas inmunitarias.

Se ha mostrado que ligandos de TLR tales como la endotoxina, atraen o exacerban un nimero de enfermedades
de base inmunitaria. Por ejemplo, endotoxina derivada desde el intestino es liberada durante la enfermedad de injerto
frente a hospedante después de realizar injertos de médula dsea, y aumenta la gravedad de los sintomas posteriores al
injerto. La endotoxina es el principio activo para inducir respuestas pulmonares provocadas por irritantes medioam-
bientales u ocupacionales tales como el polvo de granos, el polvo del algodén o los polvos procedentes del tratamiento
de polleria. Se ha encontrado que la endotoxina medioambiental intensifica las respuestas bronquiales del asma pree-
xistente. Se ha encontrado que un ligando del TLR9 intensifica la proliferacion de células B asociada con la secrecion
de anticuerpos en el lupus eritematoso sistémico. La tolerancia de TLRs puede evitar que los ligandos de TLR exacer-
ben o causen enfermedades o sindromes tales como el lupus eritematoso sistémico, asma, aterosclerosis, enfermedad

6
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del injerto frente al hospedante, fiebre del polvo de granos, la enfermedad intestinal inflamatoria, la artritis reumatoide,
las mucositis y otras.

Un compuesto inmunomodulador segin la férmula I, puede ser administrado a un sujeto antes de una operacién
quirdrgica. El compuesto o compuestos pueden ser administrados desde varias horas hasta tres dias antes de la opera-
cién quirdrgica.

Los animales hospedantes a los que los compuestos inmunomoduladores de la presente invencién son administra-
dos utilmente, incluyen los seres humanos asi como también mamiferos no humanos, aves, peces, reptiles, etc.

La formulacién especifica de composiciones eficaces desde el punto de vista terapéutico, de un compuesto de fér-
mula I, puede llevarse a cabo, por tanto, de cualquier modo adecuado que pueda hacer que el compuesto o compuestos
inmunomoduladores estén biodisponibles y sean seguros y eficaces para el sujeto al que se administra la formulacién.

Los modos de administracién pueden comprender el uso de cualesquiera medios y/o métodos adecuados para su-
ministrar el compuesto inmunomodulador a uno o mds lugares del cuerpo del animal hospedante en que el adyuvante
y los antigenos asociados sean eficaces desde el punto de vista inmunoestimulador. Los modos de administracién pue-
den incluir administracién parenteral, tal como inyeccién subcutdnea (SC), o administracién transmucosal, intranasal
(IN), oftdlmica, transdérmica, intramuscular (IM), intradérmica (ID), intraperitoneal (IP), intravaginal, pulmonar, y
rectal, asi como administracién no parenteral, por ejemplo, oral.

Las dosis y las formas de dosificacion adecuadas para los compuestos inmunomoduladores pueden determinarse
con facilidad por los expertos en la técnica sin experimentacion indebida, mediante el uso de técnicas convencio-
nales de determinacién del titulo de anticuerpos y de protocolos convencionales de bioeficacia/biocompatibilidad, y
dependiendo del efecto terapéutico deseado y del periodo de tiempo de actividad deseado.

Los compuestos inmunomoduladores de férmula I pueden ser administrados ttilmente al animal hospedante con
cualquier otro agente activo, farmacoldgica o fisioldgicamente adecuado, por ejemplo, sustancias antigénicas y/u otras
sustancias biolégicamente activas.

Las formulaciones pueden incluir componentes adicionales tales como solucidn salina, aceite, escualeno, disper-
siones de aceite en agua y liposomas.

Meétodos generales de sintesis
1. Sintesis de compuestos de tipo diamida

En general, un 2-amino-1,3-dihidroxipropano 6 (+) serinol es transformado en el compuesto 2-azido por reac-
cién con azida trifluorometanosulfonilica seguida de proteccién como el per-acetato para una manipulacién fécil. El
compuesto que resulta es desacetilado, seguido de reaccién con un alcohol primario de un resto de un diol, apropia-
damente activado. El resto de alcohol primario del producto de esta reaccién es protegido luego, por ejemplo, usando
TBDPSCL, seguido de reaccién con fosgeno y después alcohol alilico, obteniendo un diol totalmente protegido. El
diol protegido se trata después para separar el grupo de proteccién desde el alcohol primario. El alcohol sin proteger
se hace reaccionar con un reactivo de fosforilacién apropiadamente funcionalizado, de férmula (11) como se indica en
los Ejemplos, formando un éster fosfato. El resto azido del producto se reduce y se hace reaccionar luego con un acido
acilado activado para formar una amida. La amina terminal protegida sobre el fosfato funcionalizado es desprotegida
y seguidamente se hace reaccionar con fosgeno o un dcido dicarboxilico en presencia de un agente deshidratante tal
como EDC. Los grupos fosfato del compuesto que resulta son desprotegidos luego, obteniendo una amida aracémica.

2. Sintesis de compuestos diamida quirales, de Tipo 1

En general, un éster quiral de un aminodcido con la estructura deseada es protegido con un éster bencimidato. El
compuesto protegido se hace reaccionar con un agente reductor, por ejemplo, DIBAL o semejante, para reducir el
resto de dcido del aminodcido a un alcohol. El alcohol que resulta se hace reaccionar con un alcohol primario de un
resto de diol, apropiadamente activado, seguido de separacién del grupo protector bencimidato, obteniendo un amino-
diol. El diol se hace reaccionar luego con un cloruro de 4cido apropiado obteniendo una diol-amida.

La diol-amida se hace reaccionar luego con un reactivo de fosforilacién apropiadamente funcionalizado, en el gru-
po hidroxilo primario libre. El compuesto que resulta se esterifica en el grupo de alcohol secundario con un resto acilo
apropiado. Después, el grupo N-BOC es separado desde el grupo amino introducido por el reactivo de fosforilacién
(11), obteniendo un éster fosfato con una amina primaria libre. El producto se hace reaccionar después con fosgeno
o un 4cido dicarboxilico en presencia de un agente deshidratante, obteniendo una diamida como producto. Los gru-
pos fosfato protegidos de la diamida obtenida como producto son desprotegidos luego, tipicamente con paladio (0) y
fenilsilano.
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3. Sintesis de compuestos diamida quirales, de Tipo 2

Compuestos diamida quirales, de Tipo 2, son sintetizados esencialmente como se ha descrito para los compuestos
diamida quirales de Tipo 1, hasta el punto justamente después de la separacidn del grupo protector desde el grupo
amino primario del compuesto éster fosfato. En este punto, un dcido dicarboxilico que posee uno de los restos dcidos
protegidos, se hace reaccionar con el grupo amino primario, obteniendo una monoamida. El grupo de proteccién
situado sobre el otro 4dcido carboxilico se separa luego, proporcionando un 4cido carboxilico libre que después puede
hacerse reaccionar con una amina primaria procedente de un sistema de fosfato apropiadamente sustituido, alternativo,
en presencia de un agente deshidratante, obteniendo una diamida de tipo 2, que luego puede ser tratada para desproteger
el grupo o grupos fosfato, obteniendo un compuesto de la invencién deseado.

En el caso especial de compuestos de urea quirales, de tipo 2, de la invencidn, el grupo amino primario del grupo
amino de N-BOC del éster fosfato es desprotegido y luego se hace reaccionar con cloroformiato de triclorometilo o
semejante, con objeto de formar un compuesto isocianato. El isocianato se hace reaccionar entonces con una amina
primaria procedente de un sistema de fosfato apropiadamente sustituido, alternativo, obteniendo como producto una
urea de tipo 2. Este producto puede ser tratado luego para desproteger el grupo o grupos fosfato.

4. Andlogos de glicerol-diamida

Estos compuestos de la invencién poseen un resto éter unido al carbono que estd en posicion beta respecto al grupo
fosfato, en lugar de un resto amida.

En general, estos compuestos se preparan mediante la eterificacion de un glicerol quiral protegido, con un alcohol
primario activado de un resto diol, seguido de esterificacion del resto de alcohol secundario y subsiguiente desprotec-
cion del resto de glicerol, obteniendo un nuevo diol. El grupo hidroxilo primario del diol se protege después, y el grupo
hidroxilo secundario es condensado con un resto acilo, obteniendo un diéster, El hidroxilo primario es desprotegido,
seguido de esterificacion con un agente de fosforilacion, de cuyo compuesto es ejemplo (11), que figura més adelante.
Después de desproteccion del grupo amino introducido por el agente de fosforilacidn, el producto se hace reaccionar
con fosgeno o un 4cido dicarboxilico usando un agente deshidratante tal como EDC. La desproteccién subsiguiente
de los grupos fosfato proporciona compuestos de la invencién.

En la sintesis descrita anteriormente en lineas generales, el sustituyente en R' de los compuestos de la invencién
puede variarse con facilidad utilizando diferentes compuestos de 4cidos dicarboxilicos. Tales dcidos pueden ser co-
pulados al grupo amino del éster fosfato intermedio del esquema de reaccién anteriormente descrito, o bien usando
un agente deshidratante tal como EDG, o mediante activacion del dcido dicarboxilico, por ejemplo sintetizando el
correspondiente cloruro de didcido.

Los sustituyentes representados por R* y R’ variables de la férmula I anterior, pueden ser variados con facilidad
utilizando un 4cido apropiadamente activado o un cloruro de 4cido en la reaccién de amidacién o de esterificacién del
heterodtomo representado por X 6 Y en la férmula I.

Los sustituyentes representados por R® y R® variables de la férmula I, pueden ser variados usando un intermedio
que contenga el nimero deseado de dtomos de carbono que contenga también un dtomo de carbono activado funcio-
nalmente, por ejemplo, un halégeno o un sulfonato (OSO,CHj;, OSO,CF;, OSO,CH,CsH,4-p-CHj3) que puede hacerse
reaccionar con los materiales de partida, azido diol, aminoalcohol o glicerol.

Los sustituyentes representados por R* y R7 variables de la férmula I, pueden ser variados usando un acido apro-
piadamente activado o un cloruro de 4cido en la esterificacion del grupo hidroxilo secundario usado en los esquemas
de reaccién anteriormente indicados.

Los valores de a y b en los compuestos de férmula I, pueden ser variados usando el compuesto apropiado (11) que
figura més adelante. Los valores de d y e variables de los compuestos de férmula I, pueden ser modificados usando los
materiales de partida de 2-aminodiol o 2-hidroxidiol apropiados.

Ejemplos de sintesis

Todos los productos de reaccién de los métodos de sintesis que se describen mas adelante, dieron espectros de
NMR satisfactorios y perfiles satisfactorios de cromatografia en capa fina sobre gel de silice, satisfactorios. Todos los
analisis cromatograficos fueron realizados sobre gel de silice y la elucién fue monitorizada por cromatografia en capa
fina. Todas las reacciones completadas fueron determinadas mediante andlisis por cromatografia en capa fina. Todas
las reacciones fueron llevadas a cabo bajo nitrégeno, a temperatura ambiente, a menos que se especifique de otro
modo. Todos los disolventes de las reacciones eran anhidros a menos que se haga notar de otro modo. El desarrollo
tipico de las reacciones quimicas que se describen mds adelante incluye lavados acuosos, desecacion sobre sulfato
sodico anhidro y separacién de disolventes a presion reducida.
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Ejemplo 1
Succinato-1

1. NaN3,
Anhidrido trifluorometanosulfénico
NHQ N3

Ho_J_on — VAP - a0 A _or

2. Anhidriro acético, Piridina >

A una solucién de azida de sodio (107,67 g) en 250 ml de agua se afiadieron 300 ml de cloruro de metileno.
La mezcla se enfrié a 0°C y se afiadi6 gota a gota anhidrido trifluorometanosulfénico (57 ml) a una velocidad de
0,32 ml/minuto. La mezcla se agité durante un periodo de tiempo adicional de 6 horas a 0°C y se mantuvo a -20°C
durante 72 horas. La mezcla se calent6 a 10°C seguido de extraccién con cloruro de metileno en un embudo de
separacién de Teflon®. Las capas orgdnicas reunidas se secaron (sulfato magnésico). La suspensién anterior se filtr6
lentamente hacia una solucién agitada de (+) 2-amino-1,3-dihidroxipropano (1) (9,89 g) en metanol (200 ml) y 4-N,N-
dimetilaminopiridina (DMAP, 54 g) a 10°C. La mezcla de reaccion que resulta se agité durante 17 horas a temperatura
ambiente.

El disolvente se separd a presion reducida y el residuo se disolvié en piridina (200 ml) y se enfrié a 0°C. Se
afiadié gota a gota anhidrido acético (50 ml) y la mezcla se agit6é durante 20 horas a temperatura ambiente. Se afiadié
anhidrido acético adicional (20 ml) y al cabo de 4 horas la mezcla se verti6 sobre hielo y se traté del modo habitual.
Por cromatografia se obtuvieron 16 g de diacetato (2) como un aceite.

Ny 1. Sodio metélico Ny
—————
Aco\)\/OAc 2. Dowex 50-8 HO\/‘\/OH
2 3

El diacetato (2) (16 g) se disolvié en metanol (150 ml) y se afiadié lentamente sodio metélico (2,0 g). La mezcla se
agité durante 90 minutos y se afiadié resina Dowex®50-8 hasta que el pH fue menor o igual que 7. Se filtré la mezcla
seguido de concentracién del filtrado y cromatografia, obteniendo 6,73 g del diol (3).

DMF/THF

N
N TsO CoHss NaH
HO\)i/OH * \/\(l)/H ”O\)\/O\/\OrHchw
5

3 4

A una suspensién de hidruro de sodio (1,24 g de una dispersion oleosa al 60% lavada tres veces con hexanos y
secada bajo nitrégeno) en dimetilformamida (DMF, 200 ml) se afiadié gota a gota el azido-diol (3) (6,73 g) en THF
(100 ml), seguido por la adicién gota a gota de 3-R-hidroxi-1-O-tosil-1-decanol (4) (tosilato, 9,44 g) en THF (100 ml).
La mezcla se agité durante 16 horas, se diluy6 con metanol, se agité con Amberlita® 25 H* durante 25 minutos y se
concentro hasta sequedad. Por cromatografia se obtuvieron 4,37 g de (5).

Nj N3

Ho\)\,o\/\rqms TBOPSCH TBDPSO\)\/O\/\r&H,s

TEA, DMAP
5 OH 6 OH

A una solucién del diol (5) (5,32 g) en cloruro de metileno (30 ml) se afiadi6 trietilemina (TEA, 6 ml) y DMAP
(indicios), seguido de cloruro de t-butildifenilsililo (TEDPSCI, 5 ml) y la mezcla se agit6 durante la noche. La mezcla
se trat6 del modo usual. Por cromatografia se obtuvieron 3,6 g del alcohol secundario (6) al estado de un aceite.

TBDPSO \)\/ \/YC’H‘s Alcohol alilice  tpppsO \)\/O\/\‘/C’H'S

Fosgeno, Piridina
9 Oy~ o onoc
(o}
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A una solucién del alcohol secundario (6) (2,95 g) en tolueno (30 ml) se afiadi6 piridina (1,8 ml) seguida de la
lenta adicién de fosgeno (4,5 ml de una solucién 1,93 M en tolueno) a 0°C. Después de agitar a 0°C durante 20
minutos, se afiadié alcohol alilico (3,1 ml) gota a gota. Después de un periodo adicional de agitacién de 60 minutos
a temperatura ambiente, la mezcla de reaccién se traté del modo habitual. Por cromatografia se obtuvieron 3,24 g del
alcohol protegido (7) al estado de un aceite.

N N
'rBDPso\/Q/o\/\‘,Cﬂ-i15 HF HO\)i/O\/YC,H,s
8 OAOC

7 OAOC CH3CN

A una solucién del alcohol protegido (7) (1,29 g) en cloruro de metileno (3 ml) se afiadié acido fluorhidrico (HF,
4 ml) en acetonitrilo (12 ml). La mezcla se agité durante la noche y se trato del modo habitual. Por cromatografia se
obtuvieron 150 mg del alcohol (8) como un aceite.

N
N, t. 11, Tetrazol Ng

(0]
HO\/k/o CrH1s 2. Oxona BOCHN/\/Q!'?'O\)\/O CrHss

OAOC o} OACC
8 9

A una solucién del alcohol (8) (150 mg) en cloruro de metileno (0,6 ml) se afiadi6 tetrazol (74 mg) y el reactivo
de fosforilacion (11) (175 mg). Al cabo de 30 minutos, se afiadi6é oxona (323 mg) en una solucién enfriada de THF
(0,5 ml)-agua (0,5 ml) a la mezcla de reaccién enfriada. Al cabo de 3 horas, la mezcla de reaccién se traté del modo
habitual. Por cromatografia se obtuvieron 242 mg de (9) como un aceite.

p- BocHN"~~~H \Xo J__

/\/O\P N O’P‘N

Tetrazol [_J >—

10 2 BocHN 11

Para hacer el reactivo de fosforilacién 11, a una solucién de diisopropilamina destilada (9,0 ml) en cloruro de
metileno, se afiadi6 tetrazol (4,51 g) a temperatura ambiente seguido de agitacion durante 1,5 horas. Se afiadio fos-
forodiamidita de alilo (10) (20, 5 ml), gota a gota, a una velocidad de 6,5 ml/hora, seguido de agitacién durante un
periodo adicional de 3 horas. Se afiadié6 N-Boc-2-aminoetanol (10,36 g) en cloruro de metileno (50 ml) a la mezcla
de reaccién anterior, gota a gota, a una velocidad de 8,4 ml/hora, seguido de agitacién durante un periodo adicional
de 18 horas. La suspensién blanca se filtré a través de Celita 545 con dos lavados de 20 ml con cloruro de metileno.
El filtrado se concentrd seguido por la suspension y filtracién del residuo con hexanos (200 ml). El filtrado de hexa-
nos resultante se concentré a sequedad y se sometié a destilacidn azeotrépica con 2 porciones de 10 ml de tolueno
obteniendo el producto crudo (11) (21,54 g) en forma de un aceite.

\1 N
(PhS)2Sn
N/\,o\&,o\)\,o\/\(c,m, PhSH, TEA N0 Oy Hs
o 9 OAOC (o] 12 OAOC

A una suspension de diitiofenol-estafio (1,3 g) en cloruro de metileno (7,8 ml) se afiadi6 tiofenol (400 ul) seguido
de TEA (543 ul). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 15 minutos seguido de parada de la
agitacion y dejando que el residuo sedimentara en el fondo del matraz. Se afiadié 1,0 ml de la solucién anterior a una
solucién de la azida (9) (242 mg) en cloruro de metileno (0,5 ml) y se dejé agitar durante 30 minutos- El apagado con
NaOH 0,1 N seguido del tratamiento habitual proporcioné 193,1 mg de la amina (12) como un aceite.

10
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(o]
\1 0 ’ﬁ\/\/ac‘ﬂ" N o gk/\F\wu
BocHN” 0~ VO\)\/O\/\(W"S €DC aocHN’\’o‘ﬁ’o\)\/o‘/Yc’H"

A una solucién desecada de la amina (12) (193 mg) y dcido acilico (que puede prepararse segun Christ ef al., Pa-
tente de EE.UU. No. 5.530.113) (132 mg) en cloruro de metileno, se afiadi6 hidrocloruro de 1-(3-dimetilaminopropil)-
3-etilcarbodiimida (EDC, 93 mg). Después de agitar a temperatura ambiente durante 90 minutos, la reaccién se apago
y se traté del modo habitual obteniendo 232 mg del fosfato protegido (13) como un aceite.

TFA TES

Bocm/\/o\%‘}j\/"v\(‘)”u H,N’\/O‘?F?‘O\A’Q\/Tc'“

13 OAOC

o
\i j\/_o\J:/\/’:\c.Nu i Oj\/\/ace"u
His N

A una solucion del fosfato protegido (13) (232 mg) en cloruro de metileno (1 ml) se afiadié trietilsilano (TES, 120
1) y acido trifluoroacético (TFA, 1,2 ml) seguido de agitacién durante 30 minutos. El TFA se separ6 a presion reducida
seguido de destilacion azeotrépica con 3 porciones de 5 ml de tolueno. Se afiadié 20 ml de cloruro de metileno y la
mezcla se traté del modo habitual obteniendo 174 mg de la amina libre (14) en forma de un aceite.

A S antne

7His

1 i/\ .H‘% ”NI\/ON' 0\/1\./ \/\rc*"‘
CyHys Acido succinico
H N’\/O\F'O\)\/ \/\r(:’““ EDC 7 o)k/\/-\C'
OAOC

14 CrHis

\/o\lro\/l\/ \/Yc#‘\s

A una solucién desecada de la amina libre (14) (174 mg) en cloruro de metileno (0,5 ml) se afiadi6 dcido succinico
(12,1 mg) y EDC (59 mg). Al cabo de 1 hora la mezcla de reaccidn se traté del modo habitual. Por cromatografia se
obtuvieron 143,1 mg del difosfato bloqueado (15) en forma de un aceite.

o] o]
jL/Q\J\/\/"‘\c‘N“ L‘?\)Ck/\/—\c.u. 3
HN Crtis QO Na MN s

A una solucién del difosfato bloqueado (15) (177,9 mg) en cloroformo desgasificado (1,7 ml) en una caja seca,
se afiadié primeramente fenilsilano (PhSiH;, 50 ul) y luego tetrakistrifenilfosfina paladio (0) (Pd(PPH;),, 70 mg). Al
cabo de 1 hora la mezcla de reaccidn se retird de la caja y se afiadié cloroformo:metanol:agua (2:3:1), y la mezcla se
agit6 durante 1 hora. Se verti6 sobre una columna de cromatografia de dietilamino-etilcelulosa (DEAE). Por elucién de
la columna con un gradiente lineal de acetato aménico de 0,0 M a 0,1 M en una mezcla de cloroformo:metanol:agua
(2:3:1), extraccién de las fracciones deseadas con un volumen igual de cloroformo, concentracién a sequedad y la
adicién de NaOH 0,1 N (175 ul) seguido de liofilizacién, se obtuvieron 136,2 mg de (16) al estado de un sélido
blanco.

11
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Ejemplo 2

Malonato quiral - Tipo 1

@YO% Kooy ©\Wo

NH HCI NH
17 18

A una solucién enfriada de carbonato potésico (165 g) en agua (575 ml) se anadi6 cloruro de metileno (200 ml)
seguido de hidrocloruro de bencimidato de etilo (17) (100 g) después de cuyo tiempo la mezcla se agité durante 8
minutos. Se dejaron separar las capas y la capa acuosa se extrajo con cloruro de metileno. Las capas organicas se
reunieron, se secaron y se separd el disolvente a presioén reducida obteniendo 83 g de (18).

0
i 1,2-Dicloroetano 0/%00“3
Ho/\‘)\ocHa + OCzHs - —N
19 18 21

A una solucién de hidrocloruro del éster metilico de L-serina (19) (41,6 g) en 1,2-dicloroetano (450 ml) se afadi6
bencimidato de etilo (18) (36 g). La mezcla se calent6 a reflujo durante 20 horas, se enfri6, se filtré a través de tierra
de diatomeas y se concentré a sequedad obteniendo 56 g del éster etilico (21) como un sélido blanco.

o
O/_?]N)LOCHa DIBAL O/ﬁ/\OH

—_— - -"‘N
21 22

A una solucién del éster etilico (21) (56 g), enfriada con hielo, en THF (500 ml) se afiadié gota a gota hidruro
de diisobutilaluminio (DIBAL, 545 ml de una solucién 1 M en hexano). La mezcla se dejé calentar a temperatura
ambiente durante la noche y luego se vertié cuidadosamente sobre una solucién acuosa de sal de Rochelle (500 g en
1,0 litro de agua). La mezcla se agit6 durante 1 hora y se trat6 del modo habitual. Por cromatografia se obtuvieron
25,5 g del alcohol (22) como un sélido blanco.

OH
O/Y\OH -
N
=N TSO\/\./C-,F(, 5 NaH O/Y\O CrHis
+ =N
OH DMF/THF
22 4 24

A una suspensién de hidruro de sodio lavado (5,3 g de una dispersion oleosa al 60%) en DMF (200 ml), se aiadi6
el alcohol (22) (24 g) en 250 ml de THF. Al cabo de 30 minutos se afiadid el tosilato (4) en 250 ml de THF a lo largo
de 2,5 horas y se agité durante la noche. La mezcla se enfri6 en hielo, se afiadié metanol, se separ6 el disolvente a
presion reducida y se sometié a cromatografia obteniendo 4,32 g del alcohol (24) como un aceite.

110

H OH

: 1. HCI4 N R
O/Y\O/\/\C7H15 HO/Y\O/\/\C7H15
=N 2. NaOH 1 N NH,

24 25
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El alcohol (24) (4,3 g) se disolvié en solucién acuosa 4 N de 4cido clorhidrico y se calent6 a reflujo durante 20
horas. Se enfri6 la mezcla, se filtr, se extrajo con éter, se basificé con hidréxido de sodio y se extrajo dos veces con
cloroformo. Las capas cloroférmicas reunidas se secaron y se separ6 el disolvente obteniendo 2,88 g del diol (25)
como un aceite.

0
= C|)1\C13H27 5
HO/Y\O/\/\&H‘S - HO/Y\O/\/\C7H,5
2 CiaHer

25 \n, 26

H

o

El diol (25) (2,88 g) se disolvié en solucidn acuosa saturada de bicarbonato de sodio (45 ml) y THF (25 ml), y se
dej6 agitar durante cinco minutos. Se afiadié gota a gota cloruro de miristoilo (3,4 ml) a lo largo de un periodo de 25
minutos al cabo de cuyo tiempo la mezcla de reaccidn se dejé agitar durante una hora mas. La mezcla de reaccién se
traté del modo habitual y se sometié a cromatografia, obteniendo 3,07 g del alcohol (26) como un aceite.

N

P-N

OH 1 _/—o' )_ o oH
Ho/\‘/\o’\/\c,H, . == BocHN \/\O’Z\O/Y\O/\/\C#| s
HN\gcmsz Tetrazol HN\gcaasz
2. Oxona <
26 27

A una solucién del alcohol (26) (1,78 g) en cloruro de metileno (140 ml) se afiadi6 tetrazol (683 mg) seguido del
reactivo de fosforilacién (11) (1,6 ml). Al cabo de 30 minutos, la mezcla se enfri6 en hielo y se afiadié THF (105
ml) seguido de una solucién de oxona (3 g en 90 ml de agua). Al cabo de 5 minutos, se retiré el bafio de hielo y la
mezcla se agité durante 30 minutos. La mezcla de reaccidn se traté del modo habitual y se sometié a cromatografia,
obteniendo 2,99 g del alcohol (27) como un aceite.

0
0
ﬁ oH )’\C 0 QJLCnHza
< Ho <
BociN~o SO Y O ek HO Cufn_ BocHN A~ A g gl TN
HN.__CeaHzy EDC, DMAP KN oty
(% o
27 28

A una solucién del alcohol (27) (3,9 g) en cloruro de metileno (126 ml) se afiadieron EDC (10,8 g), DMAP (66
mg) y acido dodecilico (1,62 g), y se agitd durante la noche. Se afladieron mas acido (1,6 g), EDC (1 g) y DMAP (0,5
g). Al cabo de 3 horas, la mezcla de reaccion se traté del modo habitual y se sometié a cromatografia obteniendo 2,07
g de amina protegida con BOC en el N (28).

X X
0 Q" CyHzy TEA *] Q" CiHzpn
BocHN P X . <
~~o O/Y\o/\/\cﬂ'ﬂs — HzN\/\o g\O/Y\O/\/\Cer

HN-C13Hz7 HN _CisHay
(¥ (¥

28 29

A una solucién de la amina protegida con BOC en el N (28) (187,3 mg) en cloruro de metileno (1, 5 ml), se
afiadieron TES (240 ul) y TFA (300 ul) y la mezcla se agité durante 45 minutos. Se afiadi6 tolueno y se separé el
disolvente a presion reducida. El residuo se disolvié en cloruro de metileno y se traté del modo habitual obteniendo
154 mg de la amina (29) como un aceite.
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H
Q)Lc "

"B Acido malénico
o/\/\c His

*N\rrcastv

o)
29

EDC

H|

N /_/o-g-o
L

HN\n/Ct:an

/\/\57“15

}o HN\n/CmHz,

A una solucién enfriada con hielo de la amina (29) (75,6 mg) y 4dcido malénico (4,8 mg) en cloruro de metileno
(0,5 ml), se anadi6 EDC (27 mg), seguido de la retirada del bafio de enfriamiento. Al cabo de 1 hora se afiadié un
indicio de DMAP. Después de 2,5 horas, la mezcla se someti6 directamente a cromatografia obteniendo 54,1 mg del
dimero como producto (30).

i o
Q" “Cnha

NS A 9 7o
Crtis O-P /\/\O,H-.s

o}
Hh{—J C\guz-, HN/—/ mu:ﬁ"z‘l
§ ° 1. PA(PPHy)s, PhSiHg C o
2. DEAE 0
HN Qcht H © O)LC, \Hap

\ ~— © H
O‘g‘O/Y\g’\/\chw 3. NaOH ac. 0,1 N, H,0 0B N~ Ao
Y 15tz O Na HN___CyoHzr
X
o]
/ o]
30

A una solucién del dimero (30) (54 mg) en cloroformo desgasificado (2 ml) se afiadieron PhSiH; (14 ul) y Pd
(PPhs), (18 mg) seguido de la retirada del bafio de enfriamiento. Al cabo de 1 hora, la reaccién se apagd con una
mezcla de cloroformo:metanol:agua (2:3:1), se vertié sobre una columna de cromatografia de celulosa DEAE y se
sometié a cromatografia obteniendo un semisdlido. El sélido se disolvié en agua estéril, se anadi6 hidréxido de sodio
0,1 N (306 ul) y la mezcla se liofilizd, obteniendo un sélido blanco (31) (25 mg).

Ejemplo 3

Malonato quiral - Tipo 2

O
/\)?\ ©\( 1,2-Dicloroetano 0/\_£)LOCH3
HO” Y  TocH; OCzHs =N
NHZ s HCI NH
32 20 a3

A una solucién de hidrocloruro del éster metilico de D-serina (32) (25 g) en dicloroetano (270 ml) se afiadié
bencimidato de etilo (20) (24 g). Al cabo de 20 horas a reflujo, la mezcla se enfri6 a temperatura ambiente, se filtré
a través de tierra de diatomeas y se separd el disolvente a presion reducida, obteniendo 34 g del éster metilico (33)
como un sélido blanco.

14
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A una solucién enfriada con hielo del éster metilico (33) (34 g) en THF (300 ml) se afiadi6 gota a gota una solucién
de DIBAL en hexano (1,0 M, 322 ml). La mezcla se dejé calentar a temperatura ambiente durante la noche y luego se
verti6 cuidadosamente en una solucién acuosa de sal de Rochelle. La mezcla se agit6 luego durante 1 hora y se trat
del modo habitual. Por cromatografia se obtuvieron 18,6 g del alcohol (36) como un sélido blanco.

OH
o™y o 4
=N TSO\/\rC7H1s NaH 0/\}%1/\0 CrHis
+ —
OH DMF/THF
36 23 37

A una suspension de hidruro de sodio lavado (4 g de una suspension oleosa al 60%) en DMF (100 ml) se afiadi6
una solucion del alcohol (36) (8,6 g) en THF (40 ml). La mezcla se agité durante 1 hora y se afiadié una solucién del
tosilato (23) (17,5 g) en THF (40 ml). La mezcla se agité durante la noche y después se afiadid tosilato (23) adicional
(5 g) y se agité durante otras 4 horas. Se afiadié metanol a la mezcla de reaccién enfriada, se separ6 el disolvente a
presion reducida y el residuo se sometié a cromatograffa obteniendo 1,03 g del alcohol (37) como un sélido.

OH OH
AN 1. HCI4 N A AN
oY 0o CrHys HO” Y 0 CsHss
=N 2.NaOH 1N NH,

37 39

El alcohol (37) (1,03 g) se disolvié en solucién acuosa de 4cido clorhidrico 4 N (25 ml) y la mezcla se calent6
a 100°C durante 20 horas. Se afiadié 4cido clorhidrico adicional (5 ml) y se continué el reflujo durante 6 horas. La
mezcla se enfrid, se lavé con éter, se basificéd con solucién acuosa de hidréxido de sodio 1 N y se extrajo (3x) con
cloroformo. Las capas cloroférmicas reunidas se secaron y se separd el disolvente a presién reducida obteniendo 553
mg del amino-diol (39).

0]
(?)H c )j\Cszv QH
HO/\;_/\O/\/\C7H s ———— H O/Y\O/V\C7H15
NHZ NaHCOg HN TC13H27
39 (o] 41

A una solucién del amino-diol (39) (553 mg) en THF (3 ml), se afiadi6 solucién acuosa saturada de bicarbonato
sddico (6 ml) seguido de cloruro de miristoilo (628 ul). Al cabo de 50 minutos, la mezcla de reaccidn se traté del modo
habitual. Por cromatografia se obtuvieron 389 mg del amido-diol (41) como un aceite.

BocHN \
\—o\
P-N
OH j o] OH
H 1. >— ! R
HO Y N0 "Gy = BxHN\/\O’g\O/\;/\o’\/\QHw

HNTctaHm Tetrazol z Hﬁ\n/Cme
\

] 2. Oxona o
41 42

A una solucién del amido-diol (41) (531 mg) en cloruro de metileno (40 ml), se afiadi6 tetrazol (203 mg) y la
mezcla se agité durante 5 minutos. Después se afiadié el reactivo de fosforilacion (11) (482 mg). Al cabo de 20
minutos, se afiadio reactivo de fosforilacién adicional (11) (100 mg) y después de un periodo de tiempo adicional de
20 minutos, se afiadieron 100 mg mds. Después de un periodo adicional de 20 minutos, se afiadieron 50 mg mas. Al
cabo de 20 minutos, la mezcla se vertié en una solucién fria de THF (30 ml)/oxona (1,07 g)/agua (30 ml). La mezcla
se agit6 a 0°C durante 5 minutos y después 20 minutos a temperatura ambiente, al cabo de cuyo tiempo la mezcla
de reaccidn se traté del modo habitual. Por cromatografia se obtuvieron 852 mg del alcohol fosfatado (42) como un
aceite.
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o]
0
OH 0 QJI\CnHa

9 HO)LC H
BOCHN\/\O,E\O O/\/\C7H,5 112 BOCHN\/\O P\o - O/\/\C7H15
5 z \n,C,;,Ha EDC, DMAP 2 ﬁTCan
\ o \
42

leu

o
43

10 A una solucién del alcohol fosfatado (42) (3,9 g) en cloruro de metileno (126 ml), se afiadieron EDC (10,8 g),
DMAP (66 mg) y 4acido dodecilico (1,62 g). La mezcla de reaccién se agit6é durante la noche. Se afiadieron 4cido (1,6
g), EDC (1 g) y DMAP (0,5 g), adicionales. Después de 3 horas, la mezcla de reaccién se traté del modo habitual y se
sometié a cromatografia obteniendo 2,07 g de la amina protegida (43).

15
X
oM 0" “CiiHn
BocHN\/\o P\o/\/\o/\/\c s H*"\/\o"-’\o’\/\o’\/\c,ms
TES &
CigHzr HN_ _CisHzr

20 2 Y Y

\ 0 \ o)

43 44

A una solucién de la amina protegida (43) (194 mg) en cloruro de metileno (1,5 ml), se afladieron TES (240 ul) y
25 TFA (300 wl). La mezcla se agité durante 20 minutos y se anadié TES adicional (50 ul). Al cabo de 1 hora se afiadi
tolueno, el disolvente se separé a presion reducida y luego la mezcla se traté del modo habitual. La amina libre, cruda,
obtenida como producto (44) se us6 inmediatamente en la reaccion siguiente.
o

30 0 o’“\c,,uz, )’\/ﬁ\c,k g’lkc..u,,

o]
M\AVE\O/I\;M’H" m \/\O’B‘O’Y\o’\/\cﬁhs
My HN_ _CyHn
2\ Y Y

o) 0
35 3 a5
A una solucién enfriada con hielo de la amina libre (29) (43,5 mg) en cloruro de metileno (250 ul) se afiadieron
malonato de mono-t-butilo (8,3 ul), EDC (12,4 mg) e indicios de DMAP. Se retir6 el bafio de hielo y al cabo de 2
horas la mezcla de reaccion se traté del modo habitual. Por cromatografia se obtuvieron 44 mg de la amida (45).
40

(o]
H o QJLCnHza 0 Qic,mz.
45 XWNN?W\OMC s

H
HOWN\/\O’P /\/\cﬁ"xs

< HN Tc|j"27 TES [0} < HNICWHZI

50 A una solucién de la amida (45) (44 mg) en cloruro de metileno (0,5 ml) se afladieron TES (90 wl) y TFA (100
ul). Al cabo de 2 horas, se afiadi6 tolueno y se separd el disolvente a presion reducida. La mezcla se traté del modo
habitual obteniendo 44,2 mg del acido libre (46).

45

55 o j)\
M 0" “CiHp
H 9 Q" CiMzn E /Y\ /\/-\C
HO. N _P. X 0-P-0 0 Hig
\ﬂ/\ﬂ/ ~"o 6\0/Y\0/\/\C7H‘5 /—/ 6 HN__CiH27
0 o O HN\ﬂ,Can eoe HN < A
o]
% z\ © 0 < o
+
0 Q)Lcn"‘z: HN o Q)j\cn"‘zs
H2N\/'\o P 0/\/\0/\/\07}1‘5 \—\ "— s
R 0-£-07 Yy o T e
65 2 Y CiaHer o} HN\n,Cn”N
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A una solucién enfriada con hielo del 4cido libre (46) (41 mg) y la amina libre (44) (26,3 mg) en cloruro de metileno
(500 pl), se afiadié EDC (13 mg) y la mezcla se agité durante 30 minutos. Se afiadieron EDC (5 mg) y DMAP (2 mg),
adicionales, y al cabo de 1 hora la reaccién se traté del modo habitual. Por cromatografia se obtuvieron 32,7 mg del
compuesto acoplado 47 como un aceite.

5
o 0
0" “Crbag o)j\c,,nz,
AN o
0 o-b o g ) Crug 0407 0t
13 /—’ ONa HNTC,:,H-‘,-,
CO < 1. PA(PPhs)s, PhSiH, o
o
fo) 2. Cromatografia DEAE o
15 9 CiiH2a HN ° 0)'\0 H
\—\ : \ o e 1z
0-P-0 O/\/\C7H1s H AN
Y ez Na HN C13Hz7
o b
20 \ 47 O 4
A una solucién del compuesto acoplado (47) (32,7 mg) en cloroformo desgasificado (1,5 ml) en una caja seca,
se afiadi6 PhSiH; (8,5 ul) y Pd(PPH;), (11 mg). La mezcla se retiré de la caja y se enfrié en hielo. Al cabo de 15
minutos se separd el bafio de hielo y después de 1 hora se afiadi6 cloroformo:metanol:agua (2:3:1) y la mezcla se agité
25 durante 15 minutos y se mantuvo en refrigerador durante la noche. La mezcla se verti6 luego sobre una columna de
cromatografia de DEAE. Por cromatografia se obtuvieron 13,9 mg de un compuesto (48) en forma de un polvo blanco
después de tratamiento con NaOH 0,1 N seguido de liofilizacién.
30 Ejemplo 4
Urea quiral - Tipo 1
. 5
o 0 CiHa
Jol\ "-0/\/\0/\/\07H15
Q c"Ha / o HNT 13H27
40 HoN ;; R Fosgeno o
N~ 6\0/\=/\0/\/\07H1s - . ):0 \ o}
NYC‘,H” N, 0" CiHyn
a4 < o o—i—o’\i/\o’\/\c,ms
HN.___C,H
45 z \[()r 13727
\ 49

A una solucidn de la amina (44) (46,1 mg) en tolueno, se afiadi6 solucion saturada de bicarbonato sédico (0,5 ml)

50 seguida de fosgeno (15 ul de una solucién 1,93 M en tolueno). Después de 30 minutos se afiadié fosgeno adicional

(10 ul). Al cabo de 2 horas, se afiadié mas fosgeno (5 ul). La reaccidn se apagé con solucién acuosa de bicarbonato
sddico y se trato del modo habitual, obteniendo 29,5 mg de la urea (49) con fosfatos protegidos.

X X
0 Q" CnHz Q" "CihHp
0- P-O/\/\O/\/\CyH O—B o/\/\o/\/\c His
0 HN \n,c,suz, 1. Pd(PPhy),, PhSiH, /—/ O Na HN\n/C,sHy
60 HN
o z o o 2. Cromatografia DEAE )=o 0 0
N 0\ Q" "CyHz HN, 9 Cuha
o_p_ox\:/\o/\/\(;7H15 O—P —0/\/\0/\/\C,H15
0 HN CiaH O Na HN__C H
65 \n/ 13727 \n/ 137127
N % 4 © %
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A una solucién de la urea con fosfatos protegidos (49) (29,6 mg) en cloroformo desgasificado (1,5 ml), en una caja
seca, se afiadié PhSiH; (8 ul). El recipiente de reaccién se separ6 de la caja seca y se colocé sobre hielo. Se anadié Pd
(PPh;), (10 mg) y al cabo de 5 minutos se retir6 el bafio de hielo. Después de 1 hora, la reaccién se apagdé mediante
la adicién de cloroformo:metanol:agua. La mezcla se agit6 durante 15 minutos y se mantuvo durante la noche en el
refrigerador. Se someti6 a cromatografia sobre DEAE obteniendo 24,1 mg de (50) como un polvo seco después de
tratamiento con NaOH 0,1 N seguido de liofilizacion.

Ejemplo 5
Urea quiral - Tipo 2

o} [o]

o Moo 0 Ao
N~ 6\°/Y\°/\/\Cr“|s Cloroformiato de triclorometilc O_C_N‘/\O'Z‘O/Y\o’\/\cm.;
§ HNTC“)H:] § HNTCIQH27
[} o)
7 » 7 &

A una solucién enfriada con hielo de cloroformiato de triclorometilo (2,6 ul) en cloruro de metileno (200 ul), se
afiadié una solucién de la amina libre (29) (35 mg) y 1,8-bis-(dimetilamino)naftaleno en cloruro de metileno (200 ul).
Al cabo de 5 minutos se retird el bafio de hielo. Después de 15 minutos, se afiadi6 cloruro de metileno adicional y la
mezcla se traté del modo habitual. Por cromatografia se obtuvieron 9,4 mg del isocianato (51) como un aceite.

O
o]
o OJ\CnHa O)k
O—C=N\/\0’P\o AN o CyHz
Py O CHis P PN
s HNchHzr /—-/o—c')o 8] CsHss
HN HN CiaHzy
o]
" . HN>=° /§ o o
+ Of,\ — 9 0" “CyyHas
g 0 CyiHa O—'I:’\O/\i/\o/\/\c,,).hs
WN\/\oré\c{\é/\o/\/\o’H,s HNTC|3H2-,
§ HNTC13H27 / o
61
7 u°

A una solucién del isocianato (51) (9,4 mg) en cloruro de metileno (0,2 ml) se afiadi6 una solucién de la amina
(44) (10,3 mg) en cloruro de metileno. Al cabo de 15 minutos, la mezcla de reaccién se traté del modo habitual. Por
cromatografia se obtuvieron 5,5 mg del compuesto acoplado (61) como un aceite.

X X
9 9 C||H23 9 Q 011H23
O—P. > O—P. H
/_/ 6\0/\(\0/\/\07'115 B, /_J I\O/Y\O/\/\C7H‘5
0 o]
(o) o (o} o]
HN / 2. Cromatografia HN
b\o—g 0" CiHz  DEAE oh O "CiHn
N0 Y NN NG H N NG
HN.__CysHy NaO BN _CuH
13027 \n/ 13H27
/§ 0 0
61 62

A una solucién del compuesto acoplado (61) (25,2 mg) en cloroformo desgasificado (0,5 ml) en una caja seca,
se afiadieron PhSiH; (6,6 ul) y PA(PPH;), (8,8 mg). La mezcla se retiré de la caja y se enfrié en hielo. Al cabo de 5
minutos se separd el bafio de hielo y después de 1 hora se afiadi6 cloroformo:metanol:agua (2:3:1) y la mezcla se agité
durante 15 minutos y se mantuvo en refrigerador durante la noche. Después se vertié la mezcla sobre una columna de
cromatografia de DEAE. La cromatografia proporcioné 7,5 mg de (62) como un polvo blanco después de tratamiento
con NaOH 0,1 N seguido de liofilizacién.
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Ejemplo 6

Andlogo quiral de glicerol, de Tipo 1

TsO H NaH/DMF :
0/\!/\0'“| . s CiHis a /\!/\o/\/\c

—— O

0 OH o
10 \ &3 4 THF —\ 65

A una suspension agitada de hidruro de sodio (145,5 mg de una dispersion oleosa al 60% lavada con hexanos) en
DMF (12 ml) ,se afiadi6 el (S)-(+)-alcohol (63) (0,41 ml) en 8 ml de THF, gota a gota, a lo largo de un periodo de 1

15 hora. La mezcla se agité durante un periodo de tiempo adicional de 30 minutos seguido de la adicién gota a gota del
tosilato (4) (0,789 g) en 10 ml de THF durante un periodo de 10 minutos. La mezcla de reaccién que resulté se agitd
durante la noche. El tratamiento habitual proporcioné 0,56 mg del aducto deseado (65).

20

O
N OH 1. C44Hp3C0,H, EDC, DMAP H Q’U\c,,H23
25 2. HOAc-H,0 HO
65 66

30 Una solucién de acido laurico (1,40 g), EDC (1,35 g), DMAP (0,04 g) y el aducto de alcohol (65) (0,564 g), en 4
ml de cloruro de metileno, se agit6é durante 15 horas a temperatura ambiente. Se afadieron salmuera y solucién acuosa
saturada de bicarbonato de sodio (1:1) y la mezcla se extrajo con cloruro de metileno. La mezcla se traté del modo
habitual y se someti6é a cromatografia. La fraccién deseada se disolvié en 20 ml de 4cido acético:agua (4:1) y se agitd
durante 15 horas. Se separ6 el disolvente a presion reducida y el residuo se sometié a cromatografia obteniendo 0,77

35 g del diol semisélido (66).

40 H QJ\Cl jHyy _TBDPSC H 9" CiiHza
H 0/\:[/\0/\/\0#41 5 TEA TBOPS O/\!/\O/\/\Cwa
A DMAP 3
HO HO
66 67
45

Una solucién del diol (66) (0,22 g), DMAP (6,3 mg), TEA (100 ul) y TBDPSCI (164 ul), se agité durante 24
horas a temperatura ambiente. Se afiadié metanol (2 ml) e indicios de solucién acuosa de dcido clorhidrico, seguido
de extraccion con cloruro de metileno. La mezcla se traté del modo habitual. El residuo se sometié a cromatografia

50  obteniendo 0,3 g del alcohol (67) como un aceite.

55 o
e H 0" "CyiHp
v 1123 ~
/\ll-l/'\ AN TBDPSO/\E/\O/\/\QWS
TBDPSO I O CsHss O\H/CmHn
HO
60 67 O 68

Una solucién del alcohol (67) (0,3 g), DMAP (5,5 mg), EDC (258 mg), y 4cido miristico (308 mg), en cloruro

65 de metileno (4 ml), se agité durante 18 horas a temperatura ambiente, seguido de la adicién de salmuera y solucién

saturada de bicarbonato sédico. La mezcla se traté del modo habitual y se sometié a cromatografia obteniendo como
producto 0,4 g del éter protegido con sililo (68).
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H Q" "CyiHy H Q" "CyHas
A~ L AN
TBDPSO = 0,\/\C7H15 HO = O C7H15
Om/ciaHm O\IerH'n
O 68 (0] 69

A una solucién del éter protegido con sililo (68) (195 mg) en acetonitrilo (2,7 ml), se afiadié acido fluorhidrico de
48% (0,756 ml). Después de 30 horas, se afiadié solucién saturada de bicarbonato sédico y la mezcla se trat6 del modo

habitual. Por cromatografia se obtuvieron 94,7 mg del alcohol libre (69).

BOCHNM >_

0
H QKU\C”H” o _ o ban

H Hys

O/\g/\
6\{rc1 aHzr
0o 69

P—N

Tetrazol

2. Oxona

A una solucién del alcohol libre (69) (57 mg) en cloruro de metileno (0,5 ml) se afiadi6 tetrazol (15,6 mg) y el
reactivo de fosforilacion (11) (40 mg), a temperatura ambiente. Al cabo de cuatro horas la mezcla se enfrié a 0°C
seguido de la adicién de oxona (82 mg) en THF (0,5 ml):agua (0,6 ml). La mezcla se calent6 a temperatura ambiente
y se agitd durante 80 minutos. La mezcla de reaccion final se traté del modo habitual. Por cromatografia se obtuvieron
72 mg del fosfato protegido (70).

o g H 0" “CyyHz;
0 —~ 6\0/\§/\0/\/\C1H15
HN O CiaHar
BocHN BooH Q" CuMas 1A, TES 0 p \'g
\/\O' '\0/\!/\0/\/\0 Hes JOL
G C13H27 HN
, (0]
} \g/ 2. Acido malénico, EDC —\, 1 H Q" "CuHgzs

A una solucién del fosfato protegido (70) (72 mg) en cloruro de metileno (1 ml), se afiadieron TES (120 ul) y
cido trifluoroacético (0,6 ml) seguido de agitacién durante 1 hora. Se separd el TFA a presién reducida seguido de
destilacién azeotrdpica con 10 ml de tolueno. Se afiadieron 20 ml de cloruro de metileno y la mezcla se traté del modo
habitual obteniendo 0,52 g de un aceite.

La amina cruda se disolvié en cloruro de metileno (0,7 ml) seguido de la adicién de 4cido maldnico (4,5 mg) y
EDC (25,6 mg). La mezcla se agité durante la noche y se trat6 del modo habitual obteniendo como producto 32,5 mg
del dimero. (71).
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1 2
o-P, /\r/\ g Ol H Q/U\C"Hm
/7 0 H 0/\/\(:7”'5 o-p ‘0/\!/\0/\/\C7H,5
HN 0 OYCHHH HN' O Na 6 C|3H27
) X 1. Pd(PPhy),, PhSiH, o ‘rof
° hiy 0 i
;\ Q 0" "CyHyg (_:,)J\C”H23
O-P. /\[/\
6\0 o’\-/\c,,;-q'5 2. Cromatografia DEAE —p /\I/\O/\/\C-,H,_.,
§ TC13H27 0 Na (o Yclasz
2 ° »

El dimero protegido (71) (32,5 mg) procedente de la reaccién anterior, se disolvid en cloroformo desgasificado (2
ml) y se afiadié PhSiHj; (8,6 ul) en una caja seca. La mezcla se separ6 de la caja seca y se afiadié Pd(PPh;), (22,6 mg)
pesado previamente en la caja seca. Al cabo de 2 horas, la mezcla se someti6 a cromatografia sobre DEAE obteniendo
27,9 mg de sélido blanco (72) después de la adicion de hidréxido de sodio 1 N (34,2 ul) seguido de liofilizacién.

Preparacion de ER-804253

El alcohol (558 mg) se disolvid en cloruro de metileno (5 ml) enfriado a 0°C y se afiadié trietilamina (0,466 ml)
bajo atmésfera de nitrégeno. Después de agitar durante 5 minutos, se afiadié gota a gota cloruro de metanosulfonilo
(0,142 ml). La mezcla se agité durante 5 minutos mas a 0°C y luego se calentd a temperatura ambiente. Después
de agitar durante una hora mds, la mezcla se trat6 del modo habitual con solucién saturada de bicarbonato sédico,
se extrajo con acetato de etilo y el extracto se lavé con agua, solucién acuosa diluida de acido clorhidrico, agua y
salmuera, se secd y se separd el disolvente obteniendo 630 mg.

OMs Ny

O/Y\O/\/\@H1s O/Y\O/\/kcﬁﬂs

El mesilato (630 mg) y azida de sodio (299 mg), se disolvieron en DMSO (6 ml) y se calent6 a 60°C durante 90
minutos. Después de enfriar a temperatura ambiente, la mezcla de reaccidn se diluyé con cloruro de metileno y se lavé
con agua y salmuera. Después de extraccion de los lavados acuosos, la capa orgdnica reunida se secd, se concentro
y se purificé sobre gel de silice usando una relacién 4:1 de hexanos a acetato de etilo, y las fracciones de producto
desecadas dieron 420 mg.

Na NHy

O/Y\O/\/kaHw O/Y\O/\)\Cﬁhs

21



10

15

20

25

ES 2315511 T3

La azida (295 mg) se disolvié en etanol (5 ml) y se afiadié catalizador Lindlar (200 mg). Después de agitar bajo

atmosfera de hidrégeno gas a presion atmosférica, se seco la solucion filtrada obteniendo 274 mg.

NH,

O/Y\O/\)\Cﬂ‘h .

=N

La amina (930 mg) se disolvié en THF (10 ml) y solucién saturada de bicarbonato sédico (22 ml). Después de
agitar durante 5 minutos se afiadié gota a gota en el transcurso de 20 minutos, cloruro de lauroilo (0,712 ml). La

—_——

—N

mezcla final se extrajo con cloroformo y se secd, obteniendo 1,45 g.

HN" Cyy

O/Y\O/\/L07H15

Hog

Ho/Y\o/\/L

0

HN™ “Cyy Hzs

O/Y\O/\)\GHS

HN" “Cyy Hp
CHis

—N NH,

La amida (1,11 g) se disolvi6é en metanol (14 ml) y se afiadié 4cido clorhidrico 4 N (8 ml). La mezcla se agit6
durante 1 hora a 50°C y después se concentrd. Se afiadieron metanol (16 ml) y solucién de hidréxido sédico al 40% (8
ml) y la mezcla se calent6 a reflujo durante 1 hora. Se enfrid, se extrajo con cloruro de metileno y el extracto se lavo
con agua, se secé y se separo el disolvente, obteniendo 930 mg.

0 o)
HNJ\C" Hps HN™ “Cyy Hpy
HO" "0 CHis —— HOT Y O CoHis
NH, HNYC13H27
o
El amino alcohol se disolvié en THF (6 ml) y se afiadié solucién saturada de bicarbonato sédico (13 ml). Al cabo

de 5 minutos la mezcla se enfrié a 0°C y se afiadié cloruro de miristoilo (300 ul). Al cabo de 30 minutos la mezcla se
traté del modo habitual obteniendo 430 mg.

2 X
HNJ’\C" oy - g HN" “Cyq Hys
—_— \/\o/ l\O/Y\O C,H
HO 15
Yo CrMis HN._CrgHar
HNTC1 aHzy /_/ \n/
ol O

El alcohol (101,7 mg) se disolvié en cloruro de metileno enfriado con hielo, se afiadi6 el reactivo de fosforilacién
11 (90 pl), y la mezcla se agité durante 30 minutos. Se afiadié oxona enfriada con hielo (166,3 mg) y la mezcla se
agit6 durante 30 minutos. La reaccidn se apagé con tiosulfato. La mezcla se traté del modo habitual y se sometié a
cromatografia, obteniendo 174 mg (sin purificar).
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hiy i
D HN Cn H23 (l:l) HN C” H23
BocHN _P. — .
~"No 6\0/\‘/\0 CoHys HzN\/\O E\O/Y\O CoHys
/__/ HN\n/C13H27 /_/ HN\n/Csz?
/ (e) / (0}

La amina protegida procedente de la reaccidn anterior se disolvié en cloruro de metileno enfriado con hielo (1 ml),
se afiadi6 4cido trifluoroacético (1 ml) y la mezcla se agité durante 1 hora. Se separ6 el TFA y se purificé la mezcla
obteniendo 106,7 mg.

(0]
o HNJLC,,H23
JOL O"lPI'O/Y\O/\/LCqHu,
0 HN G HN/—/ o HNTC,;,H” )
HZN \/\O/ FI)\O 7H| s )=o \ (o] )k
Q HN HN” “CyH
FNTC,;,H” H 9 1
S o0y o™~ o,

Q  HN.__CyHar
&

La amina se disolvi6 en cloruro de metileno (3 ml) y se afiadié solucién saturada de bicarbonato sédico (3 ml). La
mezcla se enfrié en hielo y se afiadi6 gota a gota fosgeno en tolueno (0,5 equivalentes). La mezcla se agité durante 20
minutos y se tratd, obteniendo 112,3 mg.

O

HN C1 'Hza o HN c1 1 H23

(o)
1]
O_g_o/;‘q/\o C7H15 O'P‘O/Y\O C7H15

o~ { \n/cm"‘m 5 N Y
— 9\ A /\iNLJ\ana “N\_\ 0 /\j‘\kcn"‘za

0-P-0" Y0 CrHys 0-P-0" 0 CoHss
0 HNYC,;,HZ, ONa HN

CiaHer
! T
X\ ER-804253
A una solucién del fosfato bloqueado (40,5 mg) en cloroformo enfriado con hielo (2,6 ml), se afiadi6 fenilsilano

(10,7 mg) y tetrakis(trifenilfosfina)paladio [0] (28,7 mg), y la mezcla se agit6 durante 1 hora. La mezcla se sometié a
cromatografia en una columna de DEAE obteniendo 27,7 mg de ER-804253.

Preparacion de ER-804130

0 0O O
HN)LO C7H‘5\/U\Nko
\ \
Ph Ph

A una solucién de la amida (3 g) en THF (65 ml) a -78°C, se afiadi6 un equivalente de butil-litio, seguido de una
solucién de cloruro de nonanoilo en THF (6 ml). Se afiadié solucién acuosa de cloruro aménico y la mezcla se traté
del modo habitual, obteniendo 5,35 g.
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HO -~ C10Hz1 MsO_ - CroHs

A una solucién del alcohol (5 g) en cloruro de metileno enfriado con hielo (100 ml), se afiadieron trietilamina (4,1
ml) y cloruro de mesilo (2,1 ml). La mezcla se agité durante 4 horas y se traté del modo habitual obteniendo 6,99 g.

MsO A CroHzi——  Bi - CroHz1

A la solucién del mesilato (6,99 mg) en DMF enfriada con hielo (100 ml), se afiadié bromuro potasico. La mezcla
se dejo calentar a temperatura ambiente y se agité durante cinco horas. Se traté del modo habitual obteniendo 1,63 g
de un aceite claro.

o O g CioH o 0
C7H‘5\)J\N)j\o N 0021 CoHye NJ\O
2 ~ J
N CioHai” ™ 3
Ph Ph

Una solucién de la amida (2,8 g) en THF (15 ml) se afiadi6 a una solucién de bis-trimetilsililamida s6dica en THF
(15 ml), a -78°C. Al cabo de 1 hora se afiadi6 el bromuro, se dejé calentar la mezcla a temperatura ambiente, y se trato
del modo habitual obteniendo 1,02 g.

o O o O
C7H1 5 N/U\O C7H1 5 N/U\O
S — L
CioHa™ N CoHos \
Ph Ph

A una solucién de la olefina (1,02 g) en EtOAc, se afiadi6 paladio sobre carbén (125 mg) y la mezcla se colocé
bajo hidrégeno. Al cabo de 4 horas, la mezcla se traté del modo habitual obteniendo 1,0 g.

CsH
s N" O CrHis
\ /S — OH
CioHzi N
CioH
Ph 107121

A una solucién de la amida (1,0 g) en THF enfriado con hielo (20 ml), se afiadieron agua, peréxido de hidrégeno
e hidréxido de litio. El dia siguiente, la mezcla se traté del modo habitual obteniendo 590 mg de acido.

O
iij)\ora _ Crths OH
CioH2 CioH2i

1

A una solucién del dcido en THF enfriado con hielo (10 ml), se afiadié complejo de diborano:THF y la mezcla se
dejé calentar lentamente. Al cabo de siete horas, se afiadié cuidadosamente 4cido clorhidrico diluido y la mezcla se
traté del modo habitual. El material crudo se disolvié en éter enfriado con hielo y se afiadié solucién de LAH (2 ml, 1
M). Al cabo de 5 minutos, la mezcla se trat6 del modo habitual obteniendo 556 mg del alcohol.
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o)

CrHiss ~on c/ﬁij)kH
CioH2s CioHai

A una solucién de cloruro de oxalilo (2,2 ml) en cloruro de metileno (10 ml), a -78°C, se afiadi6 DMSO (1,1 ml) y
al cabo de 2 minutos se afiadi6 el alcohol (556 mg) en cloruro de metileno (5 ml). Después de 20 minutos, se ailadi6
trietilamina (1 ml) y la mezcla se calent6 a 0°C. La mezcla se diluy6 con éter y se traté del modo habitual obteniendo
567 mg.

C7H15 S OMe
CioHzi CioHzi

El reactivo de Wittig (679 mg) se suspendié en THF (10 ml) y se afiadié solucién de KHMDS (4 ml, 0,5 M).
Al cabo de 20 minutos la mezcla se enfri6 a -78°C y se afadi6 el aldehido (567 mg) en THF (5 ml). Después de 15
minutos la mezcla se traté del modo habitual obteniendo 342 mg.

C7H15 xn_-OMe C7H15 @)
— Y
CioH24 CioHag

A una solucidn del éter del enol (342 mg) en acetonitrilo (3,5 ml) y agua (0,15 ml), se aiadié acido yodhidrico.
Después de 4 horas la mezcla se trat6 del modo habitual obteniendo 325 mg.

H
CioH2y CioH2i

A una solucién del aldehido (325 mg) en metanol (10 ml), se afiadié borohidruro de sodio (38 mg). Al cabo de 3
horas, la mezcla de reaccién se traté del modo habitual obteniendo 303 mg del alcohol.

CTH15 OH C7H15 OMs

CioHas CioHai

A una solucién del alcohol (303 mg) en cloruro de metileno (10 ml), enfriada con hielo, se afiadié trietilamina (150
wul) y cloruro de mesilo (76 ul). Al cabo de 4 horas la mezcla de reaccién se traté del modo habitual obteniendo 352

mg.
/Y\ /\/(\/Cme
o] OH
—N CH OMs O/Y\O CHrs

A una solucién de la oxazolina (1 ml) en THF enfriado con hielo (5 ml), se afiadié solucién de t-butéxido de
potasio (2,2 ml, 1 M). Al cabo de 30 minutos se afiadi6 el mesilato en el seno de THF (5 ml) y la mezcla se agit6
durante 8 horas. El tratamiento habitual proporcioné 318,5 mg.
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Una solucién de la oxazolina en metanol (8 ml) y acido clorhidrico (4 ml, 4 M), se calenté a 50°C durante 90
minutos. Se afiadié metanol adicional y se separ6 el disolvente. El residuo se disolvié en metanol (8 ml) y solucién
de hidréxido sdédico (4 ml), y se calent6 brevemente a S0°C. Se enfrié la mezcla y se extrajo con cloroformo. El

ES 2315511 T3

7H1s

tratamiento habitual proporcioné 114 mg.

HOYOJ:

NH,

A una solucién de la amina (114 mg) en THF (2 ml) y solucién acuosa saturada de bicarbonato sédico (2 ml), se
afiadié el cloruro de 4cido. Al cabo de 30 minutos se afiadi6 dcido clorhidrico adicional. Después de 30 minutos, la

7His

CioHa4

_— HO/Y\O

CyoH2y

reaccion se traté del modo habitual obteniendo 146 mg.

HO/Y\O/\/((;;
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NH,

CiaHzy
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BocHN\/\O,g\o

/\/(\/010"'21
C

7H1s
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Y CiHys

HN._ _.Cy3Hz
J ™
0 (o]

A una solucién de tetrazol (48 mg), y el reactivo de fosforilacion (122 mg) en el seno de cloruro de metileno
enfriado con hielo (2 ml), se afiadi6 el alcohol (146 mg). Se afiadié oxona (230 mg) en agua (1 ml) y THF (2 ml).
Después de 90 minutos, se usé tiosulfato para apagar la reaccion. El tratamiento habitual proporcioné 140 mg.
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HN_ _CiaHar
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/\/(\/Cwﬂm
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HzN \_/\Ozil,\o

/j HN\[or

A una solucién del sustrato en cloruro de metileno enfriado con hielo, se afiadié trietilsilano (370 ul) y 4cido

yHys
CyaHy

trifluoroacético (110 ul). Después de 5 minutos, los compuestos volatiles fueron separados, obteniendo 148 mg.

0 O/\/LA Crikza
Sl s

-?-O
P
“ZN\/\o’é‘o o Cihs HN)=o < o]
HNYCK!HN 0o /\/(\Cnﬂa
\ o 0-b-0 o CHss
4

26



ES 2315511 T3

A un solucién de la amina (66,9 mg) en cloruro de metileno enfriado con hielo (0,8 ml), se afiadié solucién acuosa
saturada de bicarbonato sédico (0,8 ml) y solucién de fosgeno (20 ul, 1,93 M). Después de una hora, se afiadié fosgeno
adicional (10 ul). Al cabo de 30 minutos el tratamiento habitual proporciond 47,7 mg.

11H23
o o 1Hz
/_/O-P-O/Y\ CrHys o

Q ”NTC“H” /-—/ O NaHN
(o}

o}

\ CuiH #O (o}

1hs HN

o \_\ o CiHzn

0-P-0 c i
/Y\ 7H15 —O’Y\O 7H|5
O HN__CyHy
NaHNKCnsz

O
¥

A una solucién de fenilsilano (15 ul) y tetrakis(trifenilfosfina)paladio [0] (24,8 mg) en cloroformo enfriado con
hielo, bajo atmdsfera inerte, se afiadio el sustrato. Después de 5 minutos la mezcla se aplicé a una columna de DEAE
y se sometié a cromatografia obteniendo 31 mg de ER-804130.

Y

HN
HN

J

Preparacion de ER-804558

i o
0" "CiHys QJ\Cnst
TBOPSO™ 0T Gy TBOPSO™ Y0 N CrHys
NH, HN\/s\szst
7\
o’ Yo

A una solucién de la amina (325 mg) en cloruro de metileno, se afiadié trietilamina (321 ul) y cloruro de 1-
dodecanosulfonilo. Después de 3 horas el tratamiento habitual proporcioné 384 mg.

X X
Q" “CuHx Q" CuHa
TBDPSO/Y\O/\/\C,H,S " OO Gt
HN\A,C12H8 HN> Cy2Hzs
0" o)

A una solucién del alcohol protegido (384 mg) en THF (4 ml), se afiadié fluoruro de tetrabutilamonio (123 mg) y
dcido acético (29 ul). Después de 2 horas, el tratamiento habitual proporcioné 180 mg.

El resto de la sintesis fue completado segtin se ha descrito anteriormente para otros compuestos de la presente
invencidn, es decir, fosforilacién, desbloqueo, acoplamiento con fosgeno y desproteccién con fenilsilano y paladio.

Preparacion de ER-804442

El diol amina fue monoprotegido como su éter t-butil-difenilsililico segiin se ha descrito anteriormente.

OH OH
TBDPSO/Y\O/\/\QH,;, - TBDPSO/Y\O/\/\C7H15
NH, N _Ph

Ph

La amina (2,6 g) y benzofenona-imina (1,1 ml) se mezclaron y se calentaron a 40°C durante 4 dias obteniendo
después de cromatografia 3,3 g.
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OH Q" "CyyHz
TBOPSO™ Y N0 T G T TBDPSO” Y 0T G H
NYPh Ny Ph
Ph Ph

A una solucién de la imina (3,3 g) en cloruro de metileno enfriado con hielo, se afadieron dcido l4urico (1,5 g),
EDC (1,7 g) y DMAP (155 mg),.El dia siguiente, la reaccién se traté del modo habitual obteniendo 3,15 g.

)CJ)\ (0]
Q" CyHy OJLCnst

TBDPSO” Y 0T Gy T TBOPSOT Y N0 T GoHys
NyPh NH,

A una solucién de la imina (3,14 g) en éter, se afiadi6 solucién acuosa de dcido clorhidrico 1 N. El dia siguiente la
reaccion se traté del modo habitual obteniendo 2,81 g.

Ci2HasNH;
0 | 0
(__) Cy 1Has CIZHZSNCO 9 Ci1Haa
TBOPSO” Y 0T CrHs TBDPSO 07 "NCoHes
NH, H
HN N,
Y Ciztas
(o]

A una solucién de cloroformiato de triclorometilo (12 ul) en cloruro de metileno enfriado con hielo (250 ul), se
afiadié dodecilamina (18 ul) y diisopropiletilamina (27 ul). Después de 30 minutos se separé el disolvente. El residuo
se disolvié en cloruro de metileno enfriado con hielo, a lo que se afiadié la amina (55,6 mg) y diisopropiletilamina
adicional (13 ul). Después de 2 horas el tratamiento habitual proporciond, después de cromatografia, 60,9 mg.

Este producto fue desprotegido con fluoruro, fosforilado, desprotegido con TFA, dimerizado con fosgeno y des-

bloqueado con fenilsilano y paladio, segtn se ha descrito anteriormente, obteniendo el ER-804442.

Preparacion de ER-804221

(0]

(o}
/U\ - CnHza)Ln/\]/OH

CyHzg” CI Y

A una solucién enfriada con hielo de glicina (8,26 g) en solucién acuosa de hidréxido sédico (4,4 g en 60 ml), se
afiadié cloruro de lauroilo (21,8 g). Después de 1 hora se afiadi6 dcido y la mezcla se traté del modo habitual. Por
recristalizacion en acetato de etilo se obtuvieron 9,7 g.

e}

H OH

H O/Y\O/\/\Cﬁ-l,s H O/Y\O/\/\Cths

NH, N,

A una solucién enfriada con hielo de la amina (1,4 g) en metanol, se afiadi6 azida triflica (20 mg). El dia siguiente,
se afadi6 azida adicional. Después de 2 horas, la mezcla de reaccién se traté del modo habitual obteniendo, después
de cromatografia, 1,14 g.
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A una solucién del alcohol (1,14 g) en cloruro de metileno, se afiadieron cloruro de t-butil-difenilsililo (1,09 ml),
trietilamina (1,8 ml) y DMAP (50 mg). Después de 3 horas el tratamiento habitual dio 1,4 g.

o)
OH g)l\c, 1Haa
TBDPSO/Y\O/\/\C7H15 —_’TBDPSO/Y\O/\/\(:,H,S

N, Ny

A una solucion del alcohol (1,4 g) en cloruro de metileno enfriado con hielo, se afiadieron 4cido ldurico (826 mg),
EDC (1,05 g) y DMAP (33 mg). El siguiente dia, el tratamiento habitual dio, después de cromatografia, 778 mg.

X X
Q" “CyHaa Q" "CiHaa
TBDPSO/Y\O/\/\C7H15 HO/H/\O/\/\C7H,5
N3 N3

A una solucién de la azida (778 mg) en THF, se afiadieron dcido acético (77 ul) y TBAF (323 mg). El dia siguiente,
el tratamiento habitual dio, después de cromatografia, 428 mg.

N3

H O/Y\O/\/\C7H 15 )/O Ng
F

A una solucién de la azida (460 mg) en cloruro de metileno, se afiadi6 tetrazol (165 mg) y el reactivo de fosfori-
lacién (390 mg) y al cabo de 30 minutos, oxona en agua (722 mg en 3 ml). La reaccién se apag6 con tiosulfato. El
tratamiento habitual proporciond, después de cromatografia, 392 mg.

(0] 0
Q/ILCﬁst O 9 C11H23

O

1
BocHN LPL - ————— H;N P -
\/\o (') O/Y\o/\/\CqH15 2 \/\0 (') O/Y\O/\/\C7H‘5

N3 )/ N3
= F

La amina protegida (460 mg) se disolvid en cloruro de metlleno y &cido trifluoroacético (304 ul) y trietilsilano
(308 ul) Después de 1,5 horas, el tratamiento habitual proporcioné 392 mg.
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A una solucién enfriada con hielo de la amina en el seno de cloruro de metileno (5,5 ml), se afiadié solucion
saturada de bicarbonato de sodio (5,5 ml) y fosgeno (164 ul de una solucién 1,93 M en tolueno). Después de 15

minutos, el tratamiento habitual, después de cromatografia, dio 342 mg.

(o]
o S__?chn Kz
O-B -O/Y\O/\/\CyH‘s
Ny

(o]
_Q)kCan

—~ b ~ NH;
HN)= z o HN o]
0 SE— =0
HN \ Q)kC“Hz; H o\ Q)LCnHm
0-P-0 CrHis 0-P-0 7Hhs
0 N Q  NH

N

A una solucién enfriada con hielo de la azida (187 mg) en cloruro de metileno, se afiadi6 el reactivo de estafio (1,5
ml) que se habia preparado segtin se describe en el documento U.S. 5.756.718. Después de 30 minutos, la mezcla se

sometié a cromatografia obteniendo 187 mg.

o]
/lk Q)kcﬂst
0" “CyH Q A
9 2 1123 O_H_ O/\/\C7H15
0-P-0 Y 0T CiHy 3 g
HN/—/ 0 NH, HN { Hle/\Nlu\Cnﬂzs
- < 0 >=o \ o H 0
HN\_\ o ng\CnHm HN o)kc H
i NN — o
o-i:’-o/Y\O CrHys o-B-0 0" NGl
LZ NH, 4 9
HNe o~ AN
N™ “CyiHz
S LM

A una solucidén enfriada con hielo de la urea (55 mg) en el seno de cloruro de metileno, se afiadieron el 4cido
(59 mg) (preparado como anteriormente) y EDC (44 mg). El dia siguiente se afiadieron EDC (5 mg) y 4dcido (5 mg)
adicionales. Después de 2 horas, el tratamiento normal proporciond 45,7 mg.

La separacioén normal de los grupos de proteccion con fenilsilano y paladio dio el compuesto ER-804221.

El compuesto ER-804222 se prepard de un modo similar excepto que se usé el producto de condensacion entre
cloruro de lauroilo y glicina, dcido 15-metilmiristico.
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Preparacion de ER-804281

A una solucién enfriada con hielo del alcohol protegido (8,3 g) en una mezcla de acetonitrilo:agua, se afiadié CAN

OPMB
O/Y\O/\/\C7H1 s
—N

(41,4 g). Después de 1 hora, el tratamiento habitual proporcioné 5.7 g.

Una solucién del alcohol (5,63 g) en HCI 4 N se calent6 a reflujo durante 1 hora, se enfrid, se neutralizé con
hidréxido sédico y se traté del modo habitual, obteniendo 2,1 g.

HO

A una solucién enfriada con hielo del alcohol (2,2 g) en el seno de cloruro de metileno, se afiadié imidazol (0,7 g)
y cloruro de t-butildifenilsililo en 15 ml de cloruro de metileno. El dia siguiente, el tratamiento habitual proporcioné

1,54 g.

TBOPSO” Yy Y07 " CHyis —— TBDPSO

A una solucién del alcohol (1,93 g) en cloruro de metileno (40 ml) se afiadié benzofenona-imina (0,8 ml). Después

Q
€-||O
X
e
Xz
7]

Y

=N

OH

——— HO

0"~""C,H;g —* TBDPSO

NH;

OH

NH,

NH,

NH,

QH
O/\/\C7H1,

OH

0™ NGy

Q
gulo
I
LY
e
@»

Ns _-Ph

Ph

de 1 dia, la mezcla se calent6 a reflujo durante la noche. El tratamiento habitual dio 1,67 g.

TBDPSO/Y\

A una solucién enfriada con hielo del alcohol (1,67 g) en el seno de cloruro de metileno, se afladieron DMAP (159
mg), EDC (0,99 g) y dcido ldurico (1,04 g). Después de un dia, el tratamiento habitual dio un rendimiento de 74%.

TBDPSO

OH

0" NCHys
NYPh

Ph

(o]
Q)kc1 1Hzs
0/\/-\07’415
N Y Ph
Ph

X
©" "CyiHz

TBDPSO™ Y 07 G oMy

—_—
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A una solucién enfriada con hielo de la imina (2,9 g) en éter (50 ml), se afiadié HC1 1 N (50 ml). El dia siguiente,
el tratamiento habitual dio 2,09 g.

I X
0" "CyHzg 9" CyiHz
TBDPSO/Y\O/\/\C7H15 TBDPSO/Y\O/\/\C7H,5
C1a Hzg

A una solucién de la amina (1,24 g) en el seno de dicloroetano, se afiadieron cianoborohidruro de sodio (178 mg)
y tetradecanal (411 mg). El dia siguiente, el tratamiento habitual dio 1,5 g.

1 X
0" “CitHy Q" CiyHgs
TBDPSO/}\‘/\O/\/\Cwa *rBDPso’\lN/\o/\/\c7H15
“Cy4 Hag AOC” ~Cyq Hag

A una solucion enfriada con hielo de la amina (221 mg) en dioxano, se afiadieron cloroformiato de alilo (40 mg) y
308 wl de soluciéon de NaOH 1 N. Después de 2 horas, el tratamiento habitual dio 200 mg.

o o
Q" "CyiHz Q" "CiyHy

———

TBDPSO/Y\O/\/\G,H,s HO/Y\O/\/\C7H,5

/N\ /N\
AOC” “Cy4 Hpg AOC” “Cy4 Hag

A una solucién enfriada con hielo del alcohol protegido (365 mg) en el seno de THF se afiadieron TBAF (1924 ul)
y 4cido acético (122 ul). El dia siguiente, el tratamiento habitual dio 271 mg.

Este material fue fosforilado, desbloqueado con TFA, dimerizado con fosgeno y se separaron los grupos alilo de
proteccién con fenilsilano y paladio seguin se ha descrito anteriormente, obteniendo el compuesto ER-804281.
Preparacion de ER-804339

ER-804281 — ER-804339

A una solucién enfriada con hielo de ER-804382 (7 mg) en el seno de cloruro de metileno, se afiadieron trietilamina
(5 ul), DMAP (0,6 mg) y cloruro de acetilo (1,8 ul). Después de 4 dias, el tratamiento habitual dio 1,1 mg.
Preparacion de ER-804674

ER-804281 — ER-804674

A una solucién de ER-804281 (12,7 mg) en el seno de THF (1,0 ml) se afiadieron yoduro de metilo (9,2 mg) y
bicarbonato sédico (6,8 mg). La mezcla se agité durante 5 dias y se afiadieron bicarbonato de sodio (14 mg) y yoduro

de metilo adicional (8 ml). Después de 3 dias mds, se afiadieron bicarbonato (28 mg) y yoduro de metilo (16 ul),
adicionales. Después de un periodo adicional de 6 dias, la mezcla se trat obteniendo 9,1 mg de producto.
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Preparacion de ER-804596

X
PMB

)\ 0 OPMB
L .
N ‘O/\(\O/\/\Cﬁ,s
A

N3
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i‘vlo
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<
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o™

N3

A una solucién del alcohol (393 mg) en cloruro de metileno (2 ml), se afiadieron diisopropilamina (210 ul), te-
trazol (105 mg) y reactivo de fosforilacién (como se ha descrito anteriormente) (488 mg). Después de 2 1/5 horas, el
tratamiento habitual proporcioné el producto deseado.

1] :OPMB
i >
I 0/6\0/\(\0/\/\07’_‘15
3
/L 0 oPMB k
/{\O/Y\O/\/\Cﬂ'hs SN A
Ng J/
o 9 o
\5,0 O\/\rC7H,5
o OPMB

A una solucién del diol (73 mg) en el seno de acetonitrilo, se afiadieron tetrazol (175 mg) y la azida (1 equiva-
lente). Al cabo de 3 horas, se enfri6 la mezcla y se afladié ozono (1229 mg). El dia siguiente, el tratamiento habitual
proporciond el producto deseado.

0 oPMB 2 oH
P A~ o N H
g oo CrHis N Crths
\l\ N, 1 3
N
N
(€ s —— (s
g g
o) o} Na O. ? s
\é,/ox)\/O\/YCﬂ‘Hs \ﬁ’o O\/YQH15
) OPMB 0 OH

A una solucién enfriada con hielo del alcohol protegido (92,9 mg), en una mezcla de acetonitrilo:agua (6 ml:1,5
ml), se anadié CAN (358 mg). Después de 1 hora, el tratamiento habitual proporcioné 68,5 mg.

o OH 0 Q" “CiiHz
R P
/T‘O/Y\o’\/\c7n,5 g’ O/\/\O/\/\C,Hw
o N o N,
K]
\]\ k
— (s
(s p -
N
0 N3 o. @ s
O\,I:’o\)\/o\/\rcﬂ"w \!I?’O\)\/o CrHs
(':‘) OH O OTC"H”

A una solucién enfriada con hielo del diol (68,5 mg) en cloruro de metileno, se afiadieron 4cido laurico (76,5 mg),
DMAP (4,7 mg) y EDC (73 mg). El dia siguiente, el tratamiento habitual proporcioné 76,5 mg.
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Las azidas fueron reducidas usando el reactivo de estafio descrito anteriormente. La diamina se acilé con cloruro
de dodecanoilo y los grupos de proteccion se separaron con fenilsilano y paladio segtin se ha descrito anteriormente,
obteniendo el compuesto ER-804596.

Preparacion de ER-804732

O/Y\OMs

O/Y\OH
z_—»" N —N

El alcohol (7,04 g) se disolvid en cloruro de metileno (300 ml) con trietilamina (11,13 ml) y después se enfrié a
0°C bajo atmoésfera de nitrégeno. Se afiadié gota a gota cloruro de metanosulfonilo (3,69 ml) después de cuyo tiempo
la mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 1 hora. El tratamiento habitual proporcioné 5,551 g.

Y oms QY N,
=N =N

—_—

El compuesto mesilado (1,114 g) se disolvié en DMF (30 ml) seguido de azida de sodio (0,9337 g). La mezcla de
reaccion se calent6 a 57°C, se agité durante 16 horas y luego a 104°C durante un periodo adicional de 3 horas. Después
de enfriar a temperatura ambiente la mezcla se traté del modo habitual obteniéndose 0,466 g.

O/Y\Na
—=N

HO™ Y N,
NH,

El aminoalcohol protegido (0,466 g) se hidroliz6é usando HCI 4 N (15 ml) a 107°C durante 3 horas. Después de
enfriar a temperatura ambiente, la mezcla de reaccion se filtrd y se extrajo con éter etilico, se sec6 se concentrd y se
usé en la reaccidn siguiente.

HO Y N
- HN\n/C13H27

o)

HO Y N,
NH,

El aminoalcohol crudo se disolvié en THF (5 ml) con solucién saturada de bicarbonato sédico (6 ml) y se enfrié
a 0°C. Se afnadi6 gota a gota cloruro de miristoilo (0,79 ml) al cabo de cuyo tiempo la mezcla de reaccion se calent
a temperatura ambiente y se agitdé durante 2 horas. La mezcla de reaccién se traté usando el método habitual y se
obtuvieron 0,751 g.

\n/ 13727 T 137327

6) O

El alcohol (0,185 g) se disolvié en DMF (3,0 ml) con imidazol (0,077 g) y cloruro de terc-butildifenilsililo (0,197
ml). La mezcla de reaccién se agit6 a temperatura ambiente durante 16 horas después de cuyo tiempo el tratamiento
habitual dio 0,320 g.

TBOPSO™ Y N TBDPSO™ Y NH,
o) o
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La azida (0,975 g) se disolvi6 en metanol (20 ml) con paladio al 10% sobre carbén (0,180 g). La mezcla se agit6
bajo atmoésfera de hidrogeno gaseoso a presion atmosférica durante 2 horas, después de cuyo tiempo se evacud el
gas y la mezcla se filtr6 sobre Celita 545 y se concentré Por purificacién, usando el método habitual, se obtuvieron
0,873 g.

PMB H

-—_——
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PMB
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X
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0] C7H15

Se afiadié gota a gota DMSO (1,5 ml) a cloruro de oxalilo (0,92 ml) en el seno de cloruro de metileno (30 ml),
a -78°C. Después de agitar durante 15 minutos, el alcohol (1,727 g) en cloruro de metileno (30 ml), se afiadi6 gota a
gota y se agité durante un periodo adicional de 30 minutos. Se afiadié gota a gota trietilamina (4,90 ml) y la mezcla
de reaccion se calent6 a 0°C. La reaccion se apagd usando solucion saturada de cloruro aménico. Por purificacion
del producto crudo usando cromatografia sobre gel de silice con acetato de etilo al 20% en hexanos, se obtuvieron
1,653 g.

H  QOPMB OPMB
TBOPSO” Y NH, 0P ~"“C,H,; TBDPSO :/\/\c,ms
o Y

La amina primaria (0,135 g) y aldehido (0,077 g) se disolvieron en 1,2-dicloroetano (5 ml) seguido por la adicién
de cianoborohidruro de sodio (0,032 g). La mezcla de reaccién se agité durante 20 horas después de cuyo tiempo se
afiadié 4cido acético y la mezcla de reaccién se traté del modo habitual obteniendo 0,103 g.

OPMB
oPmB PPN
: TBDPSO N CH
TBDPSO NTNCoH Aoc 7S
A HN. _CoH
HN.__CiaHor N\n/ 1aHzr
T I

La amina secundaria se disolvié en 1,4-dioxano (15 ml) y se enfrié a 0°C seguido de la adicién lenta de hidréxido
sédico 1 M (3,0 ml). Después de agitar durante 10 minutos se afiadié gota a gota cloroformiato de alilo (0,236 ml)
al cabo de cuyo tiempo la mezcla de reaccion se calentd a temperatura ambiente y se agité durante 16 horas. El
tratamiento del modo habitual proporcion6 0,613 g.

OPMB OH
TBDPSO N CrHss TBDPSO r;:’\/\c7H15
AOC - AOC
o o

El éter para-metoxibencilico (0,613 g) se disolvié en una mezcla de acetonitrilo:agua (4:1) (15 ml) enfriada a 0°C
y luego se afiadié6 CAN (1,525 g). La mezcla de reaccion se agit6é a 0°C durante 2 horas y luego de traté del modo
habitual obteniendo 0,357 g.

(0]
o QJl\Cr 1Hz
TBDPSO N"CHis . TBDPSO N oMy
AOC AOC
HN\[erHn HNTC,;,H”
0 0
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El alcohol (0,357 g) se disolvié en cloruro de metileno (5 ml) con 4cido laurico (0,184 g) y EDC (0,175 g), y
se enfri6 a 0°C. Se afiadié 4-dimetilaminopiridina (0,012 g) y la mezcla resultante se agit6 a temperatura ambiente
durante 2 horas. El tratamiento del modo habitual proporcioné 0,436 g.

o] 0]
Q" "CiHy QJ\CnHza
TBDPSO q:/\/\cm,s — . HO rl‘l/\/\c,u,5
AOC AOC
HNYC13H27 HN\n/ciiiHﬂ

¢/ o)

El alcohol protegido con sililo (0,211 g) se disolvié en THF (5 ml) con 4cido acético (0,03 ml). Se afiadié en una
porcion fluoruro de tetrabutilamonio (0,115 g) y la mezcla de reaccidn se agité a temperatura ambiente durante 16
horas. El tratamiento normal dio 0,150 g.

Este material se fosforild, se desbloqueo con TFA, se dimeriz6 con fosgeno y se separaron los grupos alilo con
fenilsilano y paladio segtin se ha descrito anteriormente, obteniendo el compuesto ER-804732.

Preparacion de ER-804680

H OPMB O oPMB
0o CyH1s HO CiHis

El aldehido (1,54 g) se disolvié en THF (28 ml) y se enfri6 a 0°C, después de cuyo tiempo se afiadieron 2-metil-2-
buteno (14 ml) y alcohol terc-butilico (28 ml). Se afiadié a la mezcla anterior una suspension agitada de cloruro sédico
(3,70 g) y trihidrégenofosfato sédico (4,09 g) en agua (42,7 ml) y se agité a 0°C durante 1,5 horas. Completada la
reaccion se diluy6 con acetato de etilo (100 ml) y se lavé con solucién al 10% de bisulfito sédico y salmuera, se secd,
se concentrd y se sometié a cromatografia en gel de silice obteniendo 1,55 g.

0 OPMB O OPMB
TBDPSIO” Y NH,  HO CiHis TBDPSIO nk/\cﬂm
137727
o ¥

La amina (0,553 g) y 4acido (0,381 g) se mezclaron en cloruro de metileno (8 ml) y se enfrié a 0°C, después de
cuyo tiempo se afiadié EDC y la mezcla de reaccidn se agité a temperatura ambiente durante 72 horas. El tratamiento
habitual proporcioné 0,567 g.

O OPMB C OH
TBDPSiO/\I/\qu/\C,Hﬂ, __ TBOPSO EJ\/\c,H,,,
HN\n/Clan HN\[rCmHn
0 0

El éter metoxibencilico (0,567 g) se disolvié en una mezcla de acetonitrilo:agua de relaciéon 1 a 1 (16 ml) con
cloruro de metileno (8 ml) y se enfrié a 0°C. Se afladié CAN (1,53 g) y la mezcla de reaccién se agit6 durante 1 hora,
después de cuyo tiempo se traté del modo habitual obteniendo el alcohol crudo.
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El alcohol crudo anterior se disolvié en cloruro de metileno (15 ml) con 4cido ldurico (0,280 g) y 4-dimetilami-
nopiridina (0,017 g). La mezcla de reaccién se enfrié a 0°C y se afiadié EDC (0,267 g) en una porcién, después de
cuyo tiempo la mezcla de reaccion se calenté a temperatura ambiente y se agitd durante 16 horas. Los procedimientos
normales de tratamiento proporcionaron 0,622 g.

0 o)
0O 0 “CyHx /U\Cqua
TBDPSio/\l/\:’k/\mH,s _— Ho/\‘/\ ’K/\c,ms
HNTCme HN__-Ci3Hz
! T

El éter sililico (0,563 g) se disolvié en THF (10 ml) con 4cido acético (0,087 ml). Se afiadié fluoruro de terc-
butilamonio (0,330 g) y la mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 16 horas. El tratamiento del
modo habitual proporcioné 0,384 g.

Este material fue fosforilado, desbloqueado con TFA, dimerizado con fosgeno y se separaron los grupos alilo de
proteccion con fenilsilano y paladio segin se ha descrito anteriormente, obteniendo el compuesto ER-804780.

Preparacion de ER-804679

o 0
QJLCnHza 9)1\011“23
TBDPSO N "CoHis TBDPSO y’\/\c,H,,

AOC _— Ac

\n/C13H27 HN\n/CmH'n

0O o

HN

La amina secundaria protegida (0,071 g) se disolvié en cloroformo desgasificado (3 ml) con fenilsilano (0,017 ml)
y anhidrido acético (0,014 ml). La mezcla de reaccién se enfri6 a 0°C seguido de la adicién de tetrakistrifenilfosfina
paladio (0) (0,002 g). La mezcla de reaccién se calentd a temperatura ambiente y se dejé agitar durante 30 minutos.
Completada la reaccién, se diluyé con cloruro de metileno, se lavé con agua, se secd, se concentré y se sometio a
cromatografia, obteniendo 0,068 g.

X X
9" CuHxy 0" “Cy1Has
TBDPSO r;:’\/\c,H15 HO NG H
Ac —_—_— Ac
Ci3Hzr HN_ _CisHz7

HN\n/

o o)

El éter sililico fue desprotegido en el seno de THF (5 ml) con dcido acético (0,025 ml) con la adicién de fluoruro de
terc-butilamonio. Después de agitar a temperatura ambiente durante 16 horas la mezcla de reaccién se traté del modo
habitual obteniendo 0,120 g.

Este material fue fosforilado, desbloqueado con TFA, dimerizado con fosgeno y los grupos de proteccién alilo
separados con fenilsilano y paladio segtin se ha descrito anteriormente, obteniendo el compuesto ER-804679.

37



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2315511 T3

Preparacion de ER-804764

0 o)
9" “CiHp H Q" "CyHy
HO/Y\O’\/\C,H,,; Oéﬁ/\o/\/\cms
HNTC,:;HZ, HN, _Ci3Hz7
! T

Se afadi6 gota a gota DMSO (0,33 ml) a cloruro de oxalilo (0,203 ml) en cloruro de metileno (10 ml) a -78°C.
Después de agitar durante 15 minutos, se afiadié gota a gota el alcohol (1,993 g) en el cloruro de metileno (3 ml) y se
agit6 durante un periodo adicional de 30 minutos. Se afiadié gota a gota trietilamina (1,08 ml), la mezcla de reaccién
se calentd a 0°C y la reaccién se apagé usando solucion saturada de cloruro aménico. La purificacién del producto
crudo utilizando cromatografia en gel de silice con acetato de etilo al 20% en hexanos, dio 0,743 g.

X X
H Q" “CuHys QJI\CnHza

: MeOCH,P*Ph, Br’
OAﬁ/\O/\/\CvHs —7 3, HCO 7 0 NNCHy

\n/Can HN\n/CwH'g

0/ 0

Se afiadi6 gota a gota n-butil-litio 1,6 M en hexanos (1,5 ml) a la sal de fosfonio (0,797 g) en THF (10 ml) a 0°C.
Después de agitar durante 30 minutos se afiadié gota a gota el aldehido (0,734 g) en el seno de THF (15 ml). Después
de agitar a temperatura ambiente durante una hora, la mezcla de reaccién se traté del modo habitual obteniendo
0,193 g.

I X
Q" CiHz Q" "CyHz
H,CO. _~ ~ ~
3 0NN,y Oﬁ/\‘/\o/\/\C?H‘s
HN\n/C13H27 H HN\n/CISH27

(0] o]

El éter de enol (0,193 g) se hidroliz6 con yoduro de hidrégeno al 57% (0,114 1) en acetonitrilo (2 ml). Después de
agitar a temperatura ambiente durante 2 horas la reaccién se apagd con solucién saturada de bicarbonato sédico, se
extrajo con cloruro de metileno y se secd, obteniendo 0,211 g de aldehido crudo.

i X
Q" CitHas Q" “CyiHy
H : :
3CO A o N, —— o NNCH
HNTC,3H27 H HN\n/C,;,sz
o) o)

El aldehido crudo (0,211 g) se disolvié en metanol (3 ml) y se afiadié borohiruro de sodio (0,033 g) a 0°C. Después
de agitar durante 30 minutos la mezcla de reaccién se diluyé con agua, se extrajo con cloruro de metileno, se secd, se
concentrd y se purificé mediante cromatografia en gel de silice, obteniendo 0,148 g.

Este material se fosforild, se desbloqueo con TFA, se dimerizé con fosgeno y se separaron los grupos alilo protec-
tores con fenilsilano y paladio, segtin se ha descrito anteriormente, obteniendo el compuesto ER-804764.
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Preparacion de ER-804772

MeQ

OH
Ho\)\Can

0.
CagHyz

El diol de que se dispone en el comercio (1,486 g) se mezcl6 con el acetal (1,864 g) y dcido para-toluenosulfénico
(0,195 g) en DMF (10 ml). Después de agitar durante 20 horas a temperatura ambiente bajo atmdsfera de nitrégeno,
la reaccién se apag6 con solucién saturada de bicarbonato sédico, se extrajo con cloruro de metileno, se secé y se
concentrd en alto vacio. La cromatografia en gel de silice del producto crudo resultante usando acetato de etilo al 10%
en hexanos, dio 2,084 g.

MeO

OPMB

HO.
o CeHy7

CgHiz

El acetal (2,084 g) se enfrié a -78°C bajo atmésfera de nitrégeno, en cloruro de metileno (30 ml), seguido de la
adicién gota a gota de DIBAL 1,0 M en hexanos (14,3 ml). Después de afiadir DIBAL adicional (14 ml), la mezcla de
reaccion se agit6 durante 1 hora, se calent6 a temperatura ambiente y la reaccién se apagé con tartrato sédico potésico.
El tratamiento normal proporcion6 2,1 g.

OPMB OPMB

HO._A\ MsO

CgHy7 CgHi7

El alcohol (1,286 g) se mezcl6 con trietilamina (0,883 g) en cloruro de metileno (15 ml) y se enfrié a 0°C. Se
afiadi6 gota a gota cloruro de metanosulfonilo (0,575 g) seguido de agitacién durante 20 minutos a 0°C y temperatura
ambiente, durante 2 horas. El tratamiento normal dio 1,496 g.

CeH
O/Y\OH O/Y\o sHi7
=N QPMB =N OPMB

+ Mso A iy

El alcohol (1,495 g) en DMF (10 ml) se afiadi6 gota a gota a una suspension agitada de hidruro de sodio al 60%
lavado (0,257 g), en DMF (20 ml) a 0°C. Después de agitar durante 3 horas se afiadid gota a gota el mesilato (0,925 g)
en DMF (10 ml). Después de agitar durante un periodo adicional de 3 dias, la reaccién se apagd y se traté del modo
habitual obteniendo 0,905 g.

Como con los ejemplos proporcionados anteriormente, el grupo protector para-metoxibencilo fue hidrolizado con
CAN, el aminoalcohol protegido se hidroliz6 usando HCl acuoso y luego KOH, acilacién de la amina con cloruro de
tetradecanoilo, sililacion del alcohol primario con TBDPS, acilacién del alcohol secundario con cloruro de decanoilo,
e hidrélisis del grupo de proteccién sililo usando TBAF, se obtuvo el alcohol primario. Este material se fosforild,
desbloque6 con TFA, se dimerizé con fosgeno y se separaron los grupos alilo de proteccién con fenilsilano y paladio,
segun se ha descrito anteriormente, obteniendo el compuesto ER-804772.
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0) OH

:"’N O/’T\OBn

El alcohol (0,263 g) en THF (5 ml) se afiadi6 gota a gota a hidruro sédico al 60% lavado (0,216 g) en DMF
(2,0 ml) a temperatura ambiente, bajo atmdsfera de nitrégeno. La mezcla de reaccién se agité durante 30 minutos
después de cuyo tiempo se afladié bromuro de bencilo (0,272 ml) con una cantidad catalitica (0,05 g) de yoduro de
tetrabutilamonio. La mezcla de reaccion final se agité durante un periodo adicional de una hora después de cuyo
tiempo la mezcla se apag6 y se traté del modo habitual obteniendo 0,365 g.

O/Y\OBn

El aminoalcohol protegido (0,189 g) se hidroliz6 usando 4cido clorhidrico 4 N (2,5 ml) seguido de solucién de
hidréxido sédico al 40% (2,5 ml) segtin se ha descrito anteriormente, obteniendo 0,121 g.

HO/Y\OBn HO Bn

NH2 HNYC13H27
(o)

El aminoalcohol (0,121 g) se disolvié en cloruro de metileno (2 ml) con solucién saturada de bicarbonato sédico (2
ml). Después de enfriar a 0°C, se afadi6 gota a gota cloruro de miristoilo (0,199 ml). Después de agitacién continuada
durante 2 horas, la mezcla se traté del modo habitual obteniendo 0,181 g.

O i
HN” “CyaHpy —— HI "Cralz
13H27 BnO o C,H
BnO OH \/k/ 7715

O OPMB

El alcohol (0,181 g) se disolvié en cloruro de metileno (5 ml) con el 4cido (0,180 g) y 1-[3-(dimetilamino)propil]-
3-etilcarbodiimida (EDC, 0,133 g). La mezcla se enfrié a 0°C y se afiadi6 4-dimetilaminopiridina seguido de agitacién
durante 16 horas a temperatura ambiente. El tratamiento habitual dio 0,310 g.

0]

HN™ "CygHz; HN" "CisHey
B8n0O 0. CyHys

Bno\)\/o CH,s W
\g/\gme O OH

El éter para-metoxibencilico (0,305 g) se disolvié en acetonitrilo (8 ml) con agua (2 ml) y se enfrié a 0°C. Se afadi6
nitrato cérico amoénico (1,110 g) y la mezcla de reaccion se agité durante 2 horas al cabo de cuyo tiempo usando el
tratamiento normal se obtuvo el alcohol crudo.

X
HN” NCygHar HN" “CysHar
BnO\)\/O\n/\rC7H,5 BnO 0 CrHhis

O OH o O
Y

CyiHp
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El alcohol crudo se disolvid en cloruro de metileno (8 ml) con 4cido ldurico (0,126 g) y 4-dimetilaminopiridina
(0,011 g). Después de enfriar a 0°C, se anadié EDC (0,119 g) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 16
horas. El tratamiento habitual dio 0,355 g.

BnO. O. C7H|5 —_— HO
m CqiiHzs \[()‘/\g CyiH2a
Y Y

(o] (o]
PN
0 CrHs

El éter bencilico (0,355 g) se disolvié en acetato de etilo (50 ml) con hidréxido de paladio (0,048 g) y 4cido acético
(0,25 ml). La mezcla de reaccioén se coloco bajo 344,7 kPa de una atmdsfera de hidrégeno y se agité fuertemente
durante 10 horas. El tratamiento del modo habitual proporcioné 0,255 g.

Este material fue fosforilado, desbloqueado con TFA, dimerizado con fosgeno y se separaron los grupos de pro-
teccion con fenilsilano y paladio, segin se ha descrito anteriormente, obteniendo el compuesto ER-804947.

Ejemplos biolégicos
Ejemplo 7
Induccion de citoquinas (in vitro)
A. Ensayos en sangre entera humana

El sistema humano de que se dispone mas facilmente para ensayar la actividad de compuestos sobre monoci-
tos/macréfagos estd en la sangre entera. Diversas concentraciones de compuestos de la invencién fueron afiadidas
como “stocks” 10x en 50 ul de solucién de sales equilibradas, de Hank (HBSS) exenta de Ca** y Mg**, seguido de 50
1 de HBSS en 400 ul de sangre entera heparinizada obtenida de donantes normales (de 18-51 afios de edad; 50-104
kg de peso), en los pocillos de placas de ensayo de plastico, con un volumen total de 500 ul/pocillo (la concentracién
final de sangre entera fue 80%). Después de un periodo de incubacién de 3 horas con agitacién suave, a 37°C, en una
atmosfera con CO, al 5%, las placas de ensayo fueron sometidas a centrifugacion a 1000 x g durante 10 minutos,
a 4°C, se extrajo el plasma y se congeld a -80°C. Se analizaron muestras del plasma para determinar TNF-alfa, IL-
10 y IL-12 mediante el método de ensayo ELISA (Genzyme Corp., Cambridge, MA). Cada punto del ensayo fue
examinado por triplicado.

Como muestra la Figura 1, los compuestos tales como el 100, 184 y 186 estimulan las células llevadas por la
sangre liberando TNF-alfa. Esta actividad estimuladora puede ser comparada con la de 10 ng/ml de endotoxina (o
LPS) presente en incubaciones similares en el mismo ensayo. Como indica la Tabla 1, la actividad de los compuestos
(ensayados a 10 uM) varia desde inactivo (tal como el compuesto 110) hasta compuestos que demuestran mayor
actividad que la LPS patron.

Como muestra la Figura 2, compuestos tales como el 803022, 804057 y 804058, estimulan las células llevadas por
la sangre liberando IL-10. Los compuestos 803022, 804057, 804058 y 804059 estimulan las células llevadas por la
sangre liberando IL-12.

Como muestra la Tabla 2, una diversidad de citoquinas son secretadas por células mononucleares de sangre peri-
férica (PBMC), no adherentes y adherentes, cuando se trata con el compuesto 804057, incluyendo IL1-a, IL-13, IL-6,
IL-10, IL-12, Interferén-a, Interferén-y, GM-CSF y TNFa.

B. Lineas celulares humanas cultivadas

Resultados similares pueden ser obtenidos cuando se ensayan compuestos de la invencién en un modelo de cultivo
celular. En este ensayo, se examinan compuestos de la invencidn para determinar su aptitud para estimular la secrecién
de fosfatasa alcalina desde células THP-1 que han sido transfectadas con el gen para fosfatasa alcalina secretada bajo
el control del promotor TNF-alfa, segtin ha sido descrito con detalle por Goto et al., en Molecular Pharmacology 49;
860-873 (1996). En este ensayo, no obstante, pueden evaluarse los efectos de la separacién del suero! - una condicién
que puede imitar mds probablemente el medio ambiente subcutineo. Como muestra la Figura 2 y se describe en la
Tabla 1, los resultados de estos ensayos indican que los compuestos de la invencién estimulan la induccién de genes
bajo el control del promotor TNF-alfa cuando se afiaden a células tanto en ausencia como en presencia de suero.

! Esto es importante para determinar si componentes del suero tales como protefnas de unién de lipopolisacdridos son necesarios para la
actividad de farmacos.
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TABLA 1

Estimulacion de la liberacion de citoquinas por compuestos, in vitro

ER N° Compuesto

Sangre entera
(% de LPS en
10 uM)

Estimulacion de células THP-1

(% de compuesto 100 en 10 pM)™"

+suero -Suero
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0
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ER N° Compuesto Sangre entera Estimulacion de células THP-1
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ER N° Compuesto

Sangre entera
(% de LPS en
10 uM)

Estimulacién de céiulas THP-1
(% de compuesto 100 en 10 uM)"

+suero ~-suero

112063

0

112064
o]
9 QJLCM“::
oo
) [o I o
4

"\a\ o glmmn
00" N e
Na HNWCHHIS

50

112065

86

112066

162

330

112071
un’?\/\/\/\/\/\/\/\
?‘°W
O Na*
c:“la' o
}_MJK/\/\/\/\/\/\/\
é ”"r\/\/\/\/\/\/\/

112072
o cﬁk/\/\/\:/\:»(wm
éﬁ.\/’\"’w«wm,
o o

_NMK/\/\/\__./\,,(@M
3 OY\/\/\/=\/=\ (CHa)eCHs
o

44




20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2315511 T3

ER N° Compuesto

Sangre entera
(% de LPS en
10 uM)

Estimulacion de células THP-1
(% de compuesto 100 en 10 pM)t"
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ER N° Compuesto

Sangre entera
(% de LPS en
10 uM)

Estimulacion de células THP-1
(% de compuesto 100 en 10 pM)™"
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ER N°

Compuesto

Sangre entera
(% de LPS en
10 uM)

Estimulacion de células THP-1
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ER N° Compuesto Sangre entera Estimulacién de células THP-1
(% de LPS en (% de compuesto 100 en 10 pM)™
10 pM) .
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ER N° Compuesto

Sangre entera
(% de LPS en
10 pM)

Estimulacion de células THP-1
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ER N° Compuesto Sangre entera Estimulacién de células THP-1
(% de LPS en (% de compuesto 100 en 10 pM)'"
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ER N° Compuesto Sangre entera Estimulacién de células THP-1
(% de LPS en (% de compuesto 100 en 10 pM)™"
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™ La respuesta de cada ensayo se comparé con la del compuesto 100, 10 uM, como patrén
interno, que tipicamente indujo un aumento de 2-3 veces la expresién de PLAP del TNF-alfa

sobre la basal.

@ Ensayado en 5,8 uM.

TABLA 2

Citoquinas que resultan de la estimulacion de PBMC humana por ER-804057

Citoquina |Poblacion de Extension de la Produccion de citoquinas
celulas f:;ir’;':)'acién Media ER804057
(50 nM)
IL-1a PBMC no adherente |24 horas 4 108
PBMC adherente 4 horas 0 8
IL-1B PBMC no adherente |24 horas 4 431
PBMC adherente 4 horas 0 55
IL-6 PBMC adherente 4 horas <2 551
IL-10 PBMC adherente 24 horas 17 175
IL-12p70 Sangre entera 24 horas 0 1332
Interferén-a |PBMC adherente 4 horas 61 345
PBMC adherente 48 horas 175
Interferén-y |PBMC no adherente |24 horas 4 331
GM-CSF PBMC no adherente |24 horas 14 353
TNF-a PBMC adherente 4 horas 7 3627
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C. Esplenocitos murinos

La aptitud de compuestos para estimular la liberacién de citoquinas a partir de esplenocitos puede ser determinada
en un modelo de ratén. Células de bazo cosechadas desde ratones C57BL/6 son cultivadas durante 24 horas en medio
de cultivo celular RPMI 1640 que contiene FBS al 5%, piruvato sédico 1 mM, L-glutamina 2 mM, 100 U/ml de
penicilina/estreptomicina y beta-mercaptoetanol 50 uM en diversas concentraciones de compuestos de ensayo, durante
20-24 horas, después de cuyo tiempo el sobrenadante del cultivo celular es ensayado para determinar la presencia de
citoquinas.

Células de bazo cosechadas desde ratones fueron cultivadas durante 24 horas con el compuesto de ensayo y el
sobrenadante fue ensayado para determinar la liberacion de citoquinas. Como muestran las Figuras 3 y 4, la liberacién
de citoquinas tales como la IL-10 y el interfer6n-gamma partiendo de esplenocitos, es estimulada por compuestos tales
como el 104, 106, 124, 160 y 162.

Estos ensayos utilizaron una poblacién heterogénea de células derivadas desde el bazo. Esto hace posible que la
induccion de citoquinas pueda ser causada tanto por efectos directos de los compuestos de ensayo sobre las células
como por medio de estimulacién mds indirecta de “cascadas” de citoquinas en que la liberacién de citoquina por un
tipo de células puede inducir la liberacién de otras citoquinas en otras células presentes en el mismo medio. Es posible
que este “milieu” de citoquina sea responsable de parte de estas robustas respuestas inmunitarias.

D. Tolerancia a ligandos de la familia TLR

Se llevaron a cabo experimentos preliminares para determinar los intervalos de dosis para los diferentes ligandos,
para ensayar de este modo niveles comparables de TNFa secretado. Células de la linea de macr6fagos RAW 264.7
del rat6n, fueron depositadas en placas de medio de cultivo completo RPMI 1640 (suero fetal bovino al 10%, piruvato
sodico 1 mM, L-glutamina 2 mM, 100 U/ml de penicilina/estreptomicina y S-mercaptoetanol 50 uM. Las células
fueron tratadas durante 24 horas con el ligando de TLR4 ER-803022 a 0,1 pg/ml, mediante la adicién de una solucién
“stock’ concentrada. Células testigo negativas fueron tratadas con un volumen equivalentes de PBS. Al cabo de 24
horas, las células fueron lavadas dos veces con medio completo RPMI 1640 e incubadas en medio solo durante 3
horas. Los cultivos fueron reestimulados después con los siguientes ligandos sintéticos de TLT: lipopéptido (S-lipo,
un ligando para TLR2) a 0,1 pg/ml, ER-803022 a 0,1 pg/ml, un oligonucleétido de CpG del ratén de la secuencia
TCCATGACGTTCCTGATGCT (un ligando de TLRY murino) a 0,5 ug/ml, o PBS. Se tomaron los sobrenadantes a
las 3 y 4 horas y se determinaron los niveles de citoquina mediante el ensayo ELISA. Como indica la Figura 6, las
células de macréfagos del ratén que habfan sido tratadas con una exposicion inicial al compuesto inmunomodulador
ER803022 liberaron menos TNF-alfa por exposicién subsiguiente al compuesto ER803022 en comparacién con las de
lo que no habfan sido tratados. Ademads, las células que habian sido tratadas previamente con el ER803022 pusieron
de manifiesto una liberacién disminuida de TNF-alfa en respuesta a exposicion a la S-lipoproteina del ligando TLR2,
y en respuesta al oligonucleétido de CpG, un ligando TLRO.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 3

EDs, de WB frente al % de LPS en 10 ng

ER N°

Estructura

EDs, de WB frente
a LPS en 10 ng/ml

MPL Patron

>>10 um

112022

0,696 um

112230

111231

0,29 pm

111232
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ER N°

Estructura

EDg, de WB frente
a LPS en 10 ng/mi

111233

112043

112044

112047

112048

>> 10 uM

112049

112063
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ER N°

Estructura

EDs, de WB frente
a LPS en 10 ng/ml
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ER N°

Estructura

ED;, de WB frente
aLPS en 10 ng/ml

112092

112093

112098

112099

112100

112859
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ER N°

Estructura

EDs, de WB frente
aLPS en 10 ng/ml

112860

112861

113634

113635

113643

113644

113651

0,70 uM
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EDs, de WB frente
ER N° Estructura a LPS en 10 ng/ml
-l
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] wn
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ER N°

Estructura

EDs, de WB frente
aLPS en 10 ng/ml
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1,23 uM
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ER N°

Estructura

EDs, de WB frente
aLPS en 10 ng/mi
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[
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EDs, de WB frente
[+]
ERN Estructura aLPS en 10 ng/ml
o]
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ER N°

Estructura

EDs, de WB frente
aLPS en 10 ng/ml
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ER N°

Estructura

EDs, de WB frente
a LPS en 10 ng/ml

803789

X
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N ONa HN\n/Cun

0,10 uyM
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ER N°

Estructura

EDs, de WB frente
aLPS en 10 ng/mli
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Z
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g
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ER N°

Estructura

EDs, de WB frente
a LPS en 10 ng/ml
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ER N°

Estructura

EDs, de WB frente
a LPS en 10 ng/ml
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ER N°

Estructura

EDs, de WB frente
a LPS en 10 ng/ml
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La Tabla 4 que sigue contiene el nimero de los compuestos tal como se ha referenciado aqui con respecto al

nimero ER correspondiente.

ES 2315511 T3

Correspondencia de los Compuestos Nos. con los ER Nos

TABLA 4

Compuesto N° ER N° Compuesto N° ER N°
16 112048 152 113634
31 803058 154 113635
48 803733 156 113643
50 803022 158 113644
62 803789 160 113651
72 803592 164 113665
100 112022 166 113666
102 111230 168 118023
104 111231 170 019772
106 111232 172 118989
108 111233 176 118999
110 112043 178 119000
112 112047 180 119001
114 112047 182 118949
116 112048 184 119327
118 112049 186 119328
120 112063 188 119329
122 112064 190 119521
124 112065 192 119522
126 112066 194 119523
128 112071 196 803022
130 112072 198 803045
132 112091 200 803056
134 112092 202 803058
136 112093 204 803059
138 112098 206 803592
140 112099
142 112100
146 112859
148 112859
150 112861
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REIVINDICACIONES

1. El uso de un compuesto de férmula I como el ingrediente activo

I
X——R——Y
(CHa}f N(CHy),
HO—P= 0=p—OH
? ?
CHZ)d CHZ)O
x> ¥2
1 ’ Nag2
S R
R G G’ Re
]
2 _ACH,) (CHI~_ 4
G—‘ @ e r—G\
R% R Ae R’

en la que:
R! esta seleccionado entre el grupo que consiste en:

(a) C(O);

(b) C(0)-alquilo(C,_4)-C(O), en donde dicho alquilo C,_4 estd sustituido opcionalmente con hidroxi, alcoxi
C,_s, alquilen(C,_s)dioxi, alquil(C,_s)amino o alquil(C,_s)arilo, en donde dicho resto arilo de dicho al-
quil(C,_s)arilo estd sustituido opcionalmente con alcoxi C,_s, alquil(C,_s)amino, alcoxi(C,_s)amino, alquil
(C,_s)amino-alcoxi(C,_s), -O-alquil(C,_s)amino-alcoxi(C,_s), -O-alquil(C,_s)amino-C(O)-alquil(C,_s)C(O)
OH, -0O-alquil(C,_s)amino-C(O)-alquil(C,_s5)-C(O)-alquilo C,_s;

(c) C, aCis es alquilo de cadena lineal o ramificada sustituido opcionalmente con hidroxi o alcoxi; y

(d) -C(0O)-arileno(Cs_1,)-C(O)- en donde dicho arileno estd sustituido opcionalmente con hidroxi, halégeno,
nitro o amino;

a'y b son, independientemente, O, 1, 2, 3 6 4;
d,d’,d”, e, e’y e” son, independientemente, un nimero entero desde 1 a 4;

X!, Xz, Y' e Y? estdn seleccionados, independientemente, entre el grupo que consiste en null, oxigeno, NH y N(C
(0)alquil(C,4), y N[alquil(C,_4)];

W! y W? estdn seleccionados, independientemente, entre el grupo que consiste en carbonilo, metileno, sulfona y
sulfoxido;

R? y R3 estdn seleccionados, independientemente, entre el grupo que consiste en

(a) alquilo de cadena lineal o de cadena ramificada, de C, a C,, que estd sustituido opcionalmente con oxo,
hidroxi o alcoxi,

(b) alquenilo o dialquenilo de cadena lineal o de cadena ramificada, de C, a Cy, que esta sustituido opcional-
mente con oxo, hidroxi o alcoxi;
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(c) alcoxi de cadena lineal o de cadena ramificada, de C, a Cy, que estd sustituido opcionalmente con oxo,
hidroxi o alcoxi;

(d) -NH-alquilo de cadena lineal o de cadena ramificada, de C, a Cy, en donde dicho grupo alquilo estd
sustituido opcionalmente con oxo, hidroxi o alcoxi; y

(e

en donde Z estd seleccionado entre el grupo que consiste en O y NH, y M y N estdn seleccionados, inde-
pendientemente, entre el grupo que consiste en alquilo, alquenilo, alcoxi, aciloxi, alquilamino y acilamino,
de cadena lineal o ramificada, de C, a C,;

R® y R® estdn seleccionados, independientemente, entre el grupo que consiste en alquilo o alquenilo, de cadena
lineal o de cadena ramificada, de C, a C,, sustituido opcionalmente con oxo o fluoro;

R* y R’ estdn seleccionados, independientemente, entre el grupo que consiste en C(O)-alquilo o alquenilo de
cadena lineal o de cadena ramificada, de C, a Cy; alquilo de cadena lineal o de cadena ramificada de C, a C,y; alcoxi
de cadena lineal o de cadena ramificada de C, a C,y; alquenilo de cadena lineal o de cadena ramificada, de C, a C,; en
los que dichos grupos alquilo, alquenilo o alcoxi pueden estar sustituidos, independiente y opcionalmente, con hidroxi,
fluoro o alcoxi de C, a Cs;

G', G?, G y G* estdn seleccionados, independientemente, entre el grupo que consiste en oxigeno, metileno, amino,
tiol, -NHC(O)-, y -N(C(O)alquilo de C,_4)-; 0

G*R* 6 G*R” pueden ser juntos un dtomo de hidrégeno o hidroxilo;

o una de sus sales farmacéuticamente aceptable,

para preparar un medicamento para el tratamiento de una enfermedad seleccionada entre el grupo que consiste en
alergia, asma, dermatitis atdpica, rinitis alérgica, eccema, urticaria y alergias alimentarias o para la supresién de una
respuesta inmunitaria asociada con anafilaxis.

2. El uso segtn la reivindicacion 1, en el que los compuestos se unen a un receptor semejante a Toll.

3. El uso segtn la reivindicacion 2, en el que el receptor semejante a Toll es el receptor 4 semejante a Toll.

4. El uso segtn la reivindicacion 1, en el que el sujeto es un ser humano.

5. El uso segtn la reivindicacion 1, en el que el sujeto es un mamifero, un pez o un reptil.

6. El uso segin la reivindicacion 1, en el que el compuesto estimula la produccién de al menos una citoquina
seleccionada entre el grupo que consiste en IL-1a. IL-1p, IL-6. IL-10, IL-12, interferén-e, interferén-y y GM-CSFE.
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7. El uso de un compuesto inmunoestimulador de la férmula I.

I:
5
1 1 1
X R Yo
(CHz? a éon) b
10 (? I
HO— IID =0 O=II°—OH
@)
15 !
CHz) iCHz .
YZ
[Ord,  (CHae w?
2 3
20 R ? RS
2__-(CH) (CHz)
G—-( @ 7—G
G R3 RS R7
25
en la que:
% R! esta seleccionado entre el grupo que consiste en:

(a) C(O);

(b) C(0)-alquilo(C,_14)-C(O), en donde dicho alquilo C,_;, esta sustituido opcionalmente con hidroxi, alcoxi
C,_s, alquilen(C,_s)dioxi, alquil(C,_s)amino o alquil(C,_s)arilo, en donde dicho resto arilo de dicho al-
35 quil(C,_s)arilo esta sustituido opcionalmente con alcoxi C,_s, alquil-(C,_s)amino,alcoxi(C,_s)amino,alquil
(C,_s)amino-alcoxi(C,_s), -O-alquil(C,_s)amino-alcoxi(C,_s), -O-alquil(C,_s)amino-C(O)-alquil(C,_s)C(O)
OH, -O-alquil(C,_s)amino-C(O)-alquil(C,_s)-C(O)-alquilo C,_s;

(c) C, aCi;s es alquilo de cadena lineal o ramificada sustituido opcionalmente con hidroxi o alcoxi; y

40
(d) -C(O)-arileno(Cs_1»)-C(O)- en donde dicho arileno estd sustituido opcionalmente con hidroxi, halégeno,
nitro o amino;

a'y b son, independientemente, 0, 1, 2, 3 6 4;
45

d,d’,d”, e, e’y e” son, independientemente, un nimero entero desde 1 a 4;

X!, X2, Y' e Y? estdn seleccionados, independientemente, entre el grupo que consiste en null, oxigeno, NH y N(C
s (O)alquil(C,_,), y N[alquil(C,_4)]»;

W! y W? estdn seleccionados, independientemente, entre el grupo que consiste en carbonilo, metileno, sulfona y

sulfoxido;

R? y R3 estdn seleccionados, independientemente, entre el grupo que consiste en

55

(a) alquilo de cadena lineal o de cadena ramificada, de C, a Cy, que estd sustituido opcionalmente con oxo,
hidroxi o alcoxi,

(b) alquenilo o dialquenilo de cadena lineal o de cadena ramificada, de C, a C,, que estd sustituido opcional-
60 mente con 0xo, hidroxi o alcoxi;

(c) alcoxi de cadena lineal o de cadena ramificada, de C, a C,,, que esta sustituido opcionalmente con oxo,
hidroxi o alcoxi;

65 (d) -NH-alquilo de cadena lineal o de cadena ramificada, de C, a C,, en donde dicho grupo alquilo esta
sustituido opcionalmente con oxo, hidroxi o alcoxi; y
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(e)

en donde Z esta seleccionado entre el grupo que consiste en O y NH, y M y N estdn seleccionados, inde-
pendientemente, entre el grupo que consiste en alquilo, alquenilo, alcoxi, aciloxi, alquilamino y acilamino,
de cadena lineal o ramificada, de C, a Cy ;

R® y R® estdn seleccionados, independientemente, entre el grupo que consiste en alquilo o alquenilo, de cadena
lineal o de cadena ramificada, de C, a Cy, sustituido opcionalmente con oxo o fluoro;

R* y R7 estdn seleccionados, independientemente, entre el grupo que consiste en C(O)-alquilo o alquenilo de
cadena lineal o de cadena ramificada, de C, a Cy; alquilo de cadena lineal o de cadena ramificada de C, a C,y; alcoxi
de cadena lineal o de cadena ramificada de C, a C,y; alquenilo de cadena lineal o de cadena ramificada, de C, a C,y; en
los que dichos grupos alquilo, alquenilo o alcoxi pueden estar sustituidos, independiente y opcionalmente, con hidroxi,
fluoro o alcoxi de C; a Cs;

G', G?, G’ y G* estdn seleccionados, independientemente, entre el grupo que consiste en oxigeno, metileno, amino,
tiol, -NHC(O)-, y -N(C(O)alquilo de C,_4)-; 0

G’R* 6 G*R’ pueden ser juntos un dtomo de hidrégeno o hidroxilo;
o una de sus sales farmacéuticamente aceptable,

como el ingrediente activo en la preparacion de un medicamento para desensibilizar un sujeto contra la ocurrencia
de una reaccién alérgica en respuesta a contacto con un antigeno o un alergeno particular.

8. El uso segun la reivindicacion 7, en el que la reaccion alérgica es asma, dermatitis atdpica, rinitis alérgica,
eccema, urticaria o alergias alimentarias.

9. El uso de un compuesto de la férmula I

I:
1 H‘l Y1
(CHz}:x \1CH2)b
7

HO—P=0 O=P—0OH

?
Lsz)d CHy,
Y2
‘W 2

/, 1x
W H

(CHz)e'
Gl & RS
I
2 _(CH,) CHI~_ .4
/G_( T h—G‘ 7
R4 Sk R R

en la que:
R! esta seleccionado entre el grupo que consiste en:

(a) C(O);
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(b)

(©)
(d)

ES 2315511 T3

C(0)-alquilo(C,;_14)-C(O), en donde dicho alquilo C,_, estd sustituido opcionalmente con hidroxi, alcoxi
C,_s, alquilen(C,_s)dioxi, alquil(C,_s)amino o alquil(C,_s)arilo, en donde dicho resto arilo de dicho alquil
(C,_s)arilo esta sustituido opcionalmente con alcoxi C,_s, alquil-(C,_s)amino, alcoxi(C;_s)amino, alquil
(C,_s)amino-alcoxi(C,_s), -O-alquil(C,_s)amino-alcoxi(C,_s), -O-alquil(C,_s)amino-C(O)-alquil(C,_s)C(O)
OH, -0O-alquil(C,_s)amino-C(0O)-alquil(C,_5)-C(O)-alquilo C,_s;

C, a Cy; es alquilo de cadena lineal o ramificada sustituido opcionalmente con hidroxi o alcoxi; y

-C(0)-arileno(Cg_;,)-C(O)- en donde dicho arileno estd sustituido opcionalmente con hidroxi, halégeno,
nitro o0 amino;

a'y b son, independientemente, 0, 1, 2,3 6 4;

d,d’, d”, e, e’ y e’ son, independientemente, un niimero entero desde 1 a 4;

X!, X2, Y' e Y? estdn seleccionados, independientemente, entre el grupo que consiste en null, oxigeno, NH y N(C
(O)alquil(C,_y), y N[alquil(C,_4)];

W! y W? estdn seleccionados, independientemente, entre el grupo que consiste en carbonilo, metileno, sulfona y

sulfoxido;

R? y R3 estdn seleccionados, independientemente, entre el grupo que consiste en

(@)

(b)

©)

(d)

(e)

alquilo de cadena lineal o de cadena ramificada, de C, a C,y, que estd sustituido opcionalmente con oxo,
hidroxi o alcoxi,

alquenilo o dialquenilo de cadena lineal o de cadena ramificada, de C, a C,, que esta sustituido opcional-
mente con 0xo, hidroxi o alcoxi;

alcoxi de cadena lineal o de cadena ramificada, de C, a C,y, que estd sustituido opcionalmente con oxo,
hidroxi o alcoxi;

-NH-alquilo de cadena lineal o de cadena ramificada, de C, a C,, en donde dicho grupo alquilo esta
sustituido opcionalmente con oxo, hidroxi o alcoxi; y

en donde Z estd seleccionado entre el grupo que consiste en O y NH, y M y N estdn seleccionados, inde-
pendientemente, entre el grupo que consiste en alquilo, alquenilo, alcoxi, aciloxi, alquilamino y acilamino,
de cadena lineal o ramificada, de C, a Cy ;

R® y R® estdn seleccionados, independientemente, entre el grupo que consiste en alquilo o alquenilo, de cadena
lineal o de cadena ramificada, de C, a Cy, sustituido opcionalmente con oxo o fluoro;

R* y R7 estdn seleccionados, independientemente, entre el grupo que consiste en C(O)-alquilo o alquenilo de
cadena lineal o de cadena ramificada, de C, a Cy; alquilo de cadena lineal o de cadena ramificada de C, a C,; alcoxi
de cadena lineal o de cadena ramificada de C, a C,y; alquenilo de cadena lineal o de cadena ramificada, de C, a C,p; en
los que dichos grupos alquilo, alquenilo o alcoxi pueden estar sustituidos, independiente y opcionalmente, con hidroxi,
fluoro o alcoxi de C; a Cs;

G', G?, G’ y G* estdn seleccionados, independientemente, entre el grupo que consiste en oxigeno, metileno, amino,
tiol, -NHC(O)-, y -N(C(O)alquilo de C,_4)-; 0

G™R*6

G*R’ pueden ser juntos un dtomo de hidrégeno o hidroxilo;

o una de sus sales farmacéuticamente aceptable,

como el ingrediente activo para preparar un medicamento para prevenir mejorar o retardar el asma.
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10. El uso segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que estd presente uno o mdas de los siguientes:

cadaunodeaybes?2;

cadauno de X' e Y' es NH;

R! es C(0) 6 C(O)alquil(C,_,4)-C(O);

cadaunoded ye’es 1 6cadaunoded’ ye’ es2;

cadaunoded”’ye”es 1.

11. El uso segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que R' es C(O)alquil(C,_,4)-C(O) en donde
dicho alquil (C,_,;) estd sustituido, opcionalmente, con hidroxi, alcoxi C,_s, alquilen(C,_s)dioxi, alquil(C,_s)amino
o alquil(C,_s)arilo, en donde dicho resto arilo de dicho alquil(C,_s)arilo estd sustituido, opcionalmente, con alcoxi
C,_s, alquil(C,_s)amino, alcoxi C,_s-amino, alquil(C,_s)amino-alcoxi C,_s, -O-alquil(C,_s)amino-alcoxi C,_s, -O-alquil

(C,_s)amino-C(0)-alquil(C,_5)-C(O)OH, -0O-alquil(C,_s)amino-C(O)-alquil(C,_s)-C(O)-alquilo C,_s.

12. El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que el compuesto de férmula I estd seleccionado
entre:

HN o 0" “CiHzs
0-P-0 07" C s
ONa HN\n/C13H27
o ,
0
0" "CyHzn

1] -
O‘P'O/Y\O/\/\Cﬂ'hs

HN/‘/ O Na HN\"/C,3H27
0 o]
0
HN\—\ o (__)J\c,,nz,
0-p-0 0 NCrtis
O Na HN.__Cy3Hoy
T ,
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o

0]

J

o 0 CiiHzs
O‘-;;I)‘O/Y\O/\/\C7H15
/—/ ONa HN CiHas
HN YUMo
=0 0 O

HN o C:)/U\Cn 1Has
g S NN

(|) Na HNWCnHza

o O ’
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Q
0-P-0

&

HN

—

Q
0-P-0

O
Q’U\/\/‘—\can
0" CHys
Y
O O
(o]}
QJ\/\/’:\CGH,;,
07 "NC oMy

ONa HNWCnHza

(0]

(o)

o

Q)l\/\/_—\cus

© H
O-ié*O/\i/\O/\/\Cﬂi;s

O Na Hﬂ\n/\“/Cnst

(o]

(o]
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13. Una composicion para usar en el tratamiento de alergias, asma, dermatitis atopica, rinitis alérgica, eccema,
urticaria o alergias alimentarias; para suprimir una respuesta inmunitaria asociada con anafilaxis; para desensibilizar
a un sujeto contra la ocurrencia de una reaccién alérgica en respuesta a contacto con un antigeno o un alergeno
particular; o para prevenir, mejorar o retardar el asma, en donde dicha composicién comprende, como ingrediente
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activo, un compuesto de férmula (I) o una de sus sales farmacéuticamente aceptable:

f——nf——
I: /x R Y‘\
(?Hz)a (?Hz)b

HO—P=0 0=k —OH
(FH2)q (CHo)e
X2 v2

v«<‘ e (e e
X e
(CHa)s (CHy)e

= N

R g Re R’
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en la que:
R! esta seleccionado entre el grupo que consiste en:

(a) C(0);

(b) C(0)-alquilo(C,_14)-C(0O), en donde dicho alquilo C,_, estd sustituido opcionalmente con hidroxi, alcoxi
C,_s, alquilen(C,_s)dioxi, alquil(C,_s)amino o alquil(C,ss)arilo, en donde dicho resto arilo de dicho alquil
(C,_s)arilo estd sustituido opcionalmente con alcoxi C,_s, alquil-(C,_s)amino, alcoxi(C,_s)amino, alquil
(C,_s)amino-alcoxi(C,_s), -O-alquil(C,_s)amino-alcoxi(C,_s), -O-alquil(C,_s)amino-C(O)-alquil(C,_5)C(O)
OH, -0O-alquil(C,_s)amino-C(0)-alquil(C,_s5)-C(O)-alquilo C,_s;

(c) C, aCys es alquilo de cadena lineal o ramificada sustituido opcionalmente con hidroxi o alcoxi; y

(d) -C(0O)-arileno(Cy_1,)-C(O)- en donde dicho arileno estd sustituido opcionalmente con hidroxi, halégeno,
nitro o0 amino;

a'y b son, independientemente, 0, 1, 2,3 6 4;
d,d’,d”, e, e’ ye” son, independientemente, un nimero entero desde 1 a 4;

X!, X2, Y' e Y? estdn seleccionados, independientemente, entre el grupo que consiste en null, oxigeno, NH y N(C
(0)alquil(C,4), y N[alquil(C,_4)];

W! y W? estdn seleccionados, independientemente, entre el grupo que consiste en carbonilo, metileno, sulfona y
sulfoxido;

R? y RJ estdn seleccionados, independientemente, entre el grupo que consiste en

(a) alquilo de cadena lineal o de cadena ramificada, de C, a C,y, que estd sustituido opcionalmente con oxo,
hidroxi o alcoxi,

(b) alquenilo o dialquenilo de cadena lineal o de cadena ramificada, de C, a C,, que estd sustituido opcional-
mente con oxo, hidroxi o alcoxi;

(c) alcoxi de cadena lineal o de cadena ramificada, de C, a Cy, que estd sustituido opcionalmente con oxo,
hidroxi o alcoxi;

(d) -NH-alquilo de cadena lineal o de cadena ramificada, de C, a C,, en donde dicho grupo alquilo esti
sustituido opcionalmente con oxo, hidroxi o alcoxi; y

(e)

en donde Z esta seleccionado entre el grupo que consiste en O y NH, y M y N estdn seleccionados, inde-
pendientemente, entre el grupo que consiste en alquilo, alquenilo, alcoxi, aciloxi, alquilamino y acilamino,
de cadena lineal o ramificada, de C, a Cy ;

R*? y R® estdn seleccionados, independientemente, entre el grupo que consiste en alquilo o alquenilo, de cadena
lineal o de cadena ramificada, de C, a C,, sustituido opcionalmente con oxo o fluoro;

R* y R’ estdn seleccionados, independientemente, entre el grupo que consiste en C(O)-alquilo o alquenilo de
cadena lineal o de cadena ramificada, de C, a Cy; alquilo de cadena lineal o de cadena ramificada de C, a C,; alcoxi
de cadena lineal o de cadena ramificada de C, a C,y; alquenilo de cadena lineal o de cadena ramificada, de C, a C,y; en
los que dichos grupos alquilo, alquenilo o alcoxi pueden estar sustituidos, independiente y opcionalmente, con hidroxi,
fluoro o alcoxi de C, a Cs;

G', G?, G y G* estdn seleccionados, independientemente, entre el grupo que consiste en oxigeno, metileno, amino,
tiol, -NHC(O)-, y -N(C(O)alquilo de C,_4)-; 0

G*R* 6 G*R” pueden ser juntos un dtomo de hidrégeno o hidroxilo;

78



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2315511 T3

14. La composicion segtn la reivindicacién 13, en la que:
cadaunodeaybes?2;

cadauno de X' e Y! es NH;

R! es C(0) 6 C(O)alquil(C,_,4)-C(O);

cadaunoded ye’es 1 6cadaunoded’ ye’ es2;
cadaunoded”’ye”es 1.

15. La composicion segun la reivindicacién 13, en la que el compuesto de férmula (I) estd seleccionado entre el
grupo que consiste en:

X
o 07 “CuiHy
i :
o} ',)_O/Y\O/\/\Cﬂ"ts

CqaH
HN 1327
>=0 T 0]

o~

HN
0
CO
HN 0 chttHza
\ 1 -
O Na HN C|3H27

)¢
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X
o O CyHy
"
— o_'-)'o/\é/\o CiHis
HN O Na HN\rrC13H27 o
© 0 A
HN 0 0" “CyiHy
0-P—0" N0 ™ NcHy,
O Na HNYC13H27
(o}
X
0" CyyHa

o O
HN\ o 9 Cy1H23
O_P_o/\é/\o/\/\c-,HLr,
O Na HEWC1‘H23
O O s
X
o 0" “CyiHag
] -
o_’l:_o O/\/\C7H|5
O Na HN Cy4H
HN 117723
- Yy
O O
HN Q" CyHz
NN -
O—P—O O/v\C7H|5

0O O

80



20

25

30

35

40

ES 2315511 T3

55

60

65



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2315511 T3

HN

N CrHis
H

C13H27
¥ 'y
o)

0-P-0 (?)J\C"Hm
' ona HN g/n\/\(h”'s
FO \g/ 131127 o

o—g— /\/?O\/ILC"%

ONa\/:'\l(\wa7 Crhys
T

16. La composicién segtin la reivindicacion 13, en la que el compuesto de férmula (I) es

17. La composicion segun la reivindicacién 16, para usar para prevenir, mejorar o retardar el asma.

18. La composicién segutn la reivindicacién 16, para usar para desensibilizar a un sujeto contra la ocurrencia de una
reaccion alérgica en respuesta a contacto con un antigeno o un alergeno particular. '
si componentes del suero tales como proteinas de unién de lipopolisacdridos son necesarios para la actividad de

farmacos.
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Figura 2.
Estimulacion de IL-10 por compuestos
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Figura 3.
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Figura 4.
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Figura 5.
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Figura 6.
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