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Material de separacion que comprende derivados de ¢ olina de fosforilo
Descripcion

[0001] La presente invencion proporciona derivados de colina de fosforilo de la formula general (1), que son adecuados
para ser inmovilizados sobre un soporte sélido para proporcionar un material de separacion de férmula general (Il), que
se unen tanto con alta afinidad como alta especificidad, mas especificamente a proteina C reactiva y anticuerpos de
colina de anti-fosforilo. Dichos materiales de separacion son particularmente Gtiles en la extraccion extracorporal de la
proteina C reactiva y anticuerpos de colina de anti-fosforilo de un fluido biolégico de un paciente para profilaxis y/o
tratamiento de disfunciones inmunes y enfermedades cardiovasculares. También se proporciona una columna que
comprende el material de separacion de férmula general (I1), asi como un dispositivo que contiene la columna.

Antecedentes de la invencion

[0002] La proteina C reactiva (PCR) es un reactante de fase aguda producida por el higado en respuesta a la liberacion
de citoquinas durante la inflamacion. Durante mucho tiempo se ha utilizado en la practica clinica para seguir la
inflamacién sistémica, especialmente la infeccidon bacteriana. Mas recientemente, la evidencia epidemiolégica ha
demostrado que los niveles basales de PCR, en ausencia de enfermedad inflamatoria aparente, pueden ser informativos
en la prediccion de futuros eventos miocardicos o cerebrovasculares (Ridker et al., 2001, 103, 1813). También es de
interés el hecho de que la CRP es un potencial marcador inflamatorio que se cree que es de valor en la prediccién de
eventos coronarios (Danesh et al, N. Engl. J. Med. 2004 350, 1387) y que la PCR es un factor causal de los procesos
destructivos observados durante las semanas posteriores al infarto de miocardio (Slagman et al., Blood Purif., 2011, 31,
9).

[0003] Varios estudios han demostrado la afinidad de union de colina de fosforilo (PC) para la PCR. Por lo tanto, los
derivados de PC inmovilizados sobre un soporte solido se usan ampliamente para aislar proteinas de unién a PC de
diferentes fuentes bioldgicas. Sin embargo, la aplicacion clinica mas importante de los derivados de PC anteriormente
mencionados inmovilizados sobre soporte solido es la extraccion extracorporal de la proteina C reactiva y anticuerpos
de colina de anti-fosforilo de un fluido biolégico.

[0004] WO 90/12632 describe un método para eliminar los anticuerpos de colina de PCR y anti-fosforilo a partir de
fluidos biolégicos para mejorar las respuestas inmunitarias celulares de los mismos, y un método para eliminar los
anticuerpos de colina de PCR y anti-fosforilo de la circulacion de pacientes con cancer para llevar a la perfusion
extracorporal del plasma sanguineo de un paciente a través de un dispositivo de adsorcién de la matriz de fosforilocolina
para mejorar las respuestas inmunes celulares del paciente contra el cancer.

[0005] El documento WO2007/076844 describe un método para tratar el riesgo de acumulacion de CRP mediante la
realizacion de una perfusion extracorporal del plasma sanguineo de pacientes que presentan un riesgo de
enfermedades cardiovasculares o disfunciones inmunes tales como enfermedades autoinmunes por medio de una
columna, que contiene material matriz absorbente que incluye derivados de PC para eliminar la PCR de los liquidos
biolégicos del paciente con el fin de prevenir y/o tratar enfermedades autoinmunes, enfermedades cardiovasculares
tales como infarto de miocardio, accidente cerebrovascular, diabetes, reumatismo e insuficiencia renal.

[0006] La sintesis del derivado de PC de albumina de suero bovino (PC-BSA), también se describié su inmovilizacion
sobre Toyopearl® HW 65 y su uso para la purificacion por afinidad CRP (Stults et al. Anal. Biochem. 1987, 161, 567). En
este estudio, la inmovilizacién del derivado de PC en el soporte solido se consiguié mediante la formacién de un enlace
fosfodiéster. Otros derivados de PC se inmovilizaron de forma similar sobre un soporte sélido (Spande TFJ Org. Chem.
1980, 45, 3081, Martin, LM Tetrahedron Lett., 1996, 37, 7921).

[0007] El documento W0O2013/176084 Al da a conocer también un compuesto de fosforamidato de sililoalquilo de la
férmula general (1) para revestir un dispositivo médico con el fin de suprimir la adhesién del material bioldgico, tal como
plaguetas.

q S
(R )
[0008] El documento W02012/160187 Al proporciona derivados de acido fosfonico para el uso en el tratamiento de una

enfermedad inflamatoria, autoinmune y/o trastorno alérgico que contiene amonio. Se postula que los compuestos
descritos ejercen su actividad farmacoldgica mediante la inhibicion de la via de paso fosfoinositida 3-quinasa (PI3K)/Akt
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quinasa.

[0009] El uso de 1-propanamiunium, N,N-dimetilo-3-[(1-oxodecilo)amino]-N-[2-fosfonoxi)etilo] como agente de aceitado
en peliculas de poliéster (DATABASE CA [Online] CHEMICAL ABSTRACTS SERVICE, COLUMBUS, OHIO, US; 2013,
JIN, YIFENG ET AL: "Oiling agent for industrial polyester filament and its manufacture”, XP002732938, obtenido de base
de datos STN n° de acceso: 2013: 209183) y como tensioactivo (DATABASE CA [Online] CHEMICAL ABSTRACTS
SERVICE, COLUMBUS, OHIO, US; 1980, "Betaine derivatives", XP002732939, obtenido del niumero de acceso a la
base de datos STN. 1980: 200147).

[0010] Segun nuestro conocimiento, hasta el presente la inmovilizacién de PC en soporte sélido se logro sélo a través
de formacién de un enlace fosfodiéster. La inmovilizacién de derivados de PC a través de la formacion de enlaces
fosfodiéster tiene algunas ventajas, pero también inconvenientes graves. El principal inconveniente de este enfoque es
que la formacién de enlace fosfodiéster cambia la carga global (carga neta) de la molécula de PC y, por tanto, altera la
orientacion de PC modificada en un bolsillo de union. Ademas, un enlace fosfodiéster puede ser facilmente escindido
por fosfodiesterasas no especificas presentes en los fluidos biol6gicos que conducen a problemas de inestabilidad de
las matrices, que fueron sustituidas de tal manera.

[0011] Para eliminar los inconvenientes mencionados anteriormente, es el objetivo de la presente invencion
proporcionar compuestos, que pueden ser inmovilizados sobre un soporte solido para proporcionar un material de
separaciéon que se une tanto con alta afinidad como alta especificidad de PCR para la profilaxis y/o tratamiento de
disfunciones inmunes y enfermedades cardiovasculares por extraccién extracorporal de CRP y anticuerpos de colina de
anti-fosforilo.

[0012] Este objetivo se resuelve mediante los compuestos de férmula general (I) segun la reivindicaciéon independiente
1, el material de separacion de acuerdo con la reivindicacién independiente 5 para uso en la eliminacion extracorporal
de anticuerpos de CRP y de colina de anti-fosforilo de un fluido biolégico de un paciente para profilaxis y/o tratamiento
de disfunciones inmunes y enfermedades cardiovasculares.

[0013] El objetivo de la presente invencion se resuelve mediante la ensefianza de las reivindicaciones independientes.
Otras caracteristicas, aspectos y detalles mas ventajosos de la invencidn son evidentes a partir de las reivindicaciones
dependientes, la descripcidn, las figuras y los ejemplos de la presente solicitud.

Descripcion de la invencion

[0014] Asi, la presente invencion se refiere a un compuesto de férmula general (1)

donde

b se selecciona entre 2y 3;
R! y R? son independientemente uno del otro seleccionados entre: -CHs, -C2Hs, -CsHz, -CaHg, -CsH11y -CeH13, 0 Rty
R? puede formarse juntos con el atomo de nitrégeno al que estan conectados un heterociclo seleccionado de:
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En el que uno o varios atomos de hidrégeno pueden sustituirse por (a) atomo de fluor;
X se selecciona de: -SH, -NHR?, -C = CH, -CH = CH2, -N3 y -CHO;

R3 se selecciona de: -H, -CHs, -C2Hsy -C3H7;

-L- se selecciona entre: -L2-, -La-L8-, - 2-| P-L &y -L @ P-| 9-L S-L&-,

donde

-L2- se selecciona de: -(CH2)m-, -(CH2-CH2-O)m-CHz-,

-LP- y -L°- son independientemente uno
del otro seleccionados entre: -O-, -NH-C(O)-, -C(O)-NH-, -OC(O)-NH- y -SO2
-L¢- se selecciona de: -(CH2)n-, -(CH2-CH2-O)n-CHz-,

-L®- se selecciona entre: -(CH2)p1-, -(CH2)p1-O-(CH2)p2-,

)

m, n, p1 y pz2 son independientemente entre si seleccionados de 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8, 9, 10;
y enantiémeros, mezclas de enantidmeros, tautémeros, hidratos, solvatos, racematos, formas protonadas y
desprotonadas de los compuestos anteriormente mencionados.

[0015] Esta claro para la persona experta que la extremidad izquierda del fragmento -L- estd conectada a X y la
extremidad derecha del fragmento -L- esta conectado a

[0016] Lo mismo se aplica a los fragmentos: -L2-, -LP-, -L¢-, -L9-y -L®-,
[0017] Asi, por ejemplo, si -L- representa -L3-L°-Le-con -L2- siendo -(CH2)m-, -LP- siendo -O-C(O)-NH-, y -L®- siendo
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-(CH2)p1-O-(CHz2)p2-, entonces el compuesto de férmula general (1) es la siguiente:

R! R?
H N9
KON My Ot 400
m 5 Pl  p2 b HO

[0018] La expresion de tautdmero tal como se utiliza aqui, se refiere a un compuesto organico que es interconvertible
mediante una reaccién quimica llamada tautomerizacion. La tautomerizacion se cataliza mediante bases, acidos u otros
compuestos adecuados.

[0019] Los compuestos preferidos de la presente invencién son compuestos de formula general (1):

donde b se selecciona entre 2y 3;
R!y R? son independientes uno del otro seleccionados entre: -CHs y -C2Hs, 0
R!y R? pueden formarse juntos con el atomo de nitroégeno al que estan conectados, un heterociclo seleccionado de:

y

En el que uno o varios atomos de hidrégeno pueden sustituirse por (a) atomos de fldor;
X se selecciona de: -SH, -NHR?, -C = CH, -CH = CH2, -N3 y -CHO;

R3 se selecciona de: -H, -CHs, -C2Hsy -C3H7;

-L- se selecciona entre: -L2-, -La-L&-, - 2-| P-L &y -1 & -L9-LC-Le-,

donde

-L2- representa: -(CH2)m- 0 -(CH2-CH2-O)m-CH2-;

-LP- y -L¢- son independientes el uno del otro, seleccionados de: -O-,

-NH-C(O)-, -C(O)-NH-, -O-C(0)-NH- y -SO2 -;

-L9- representa: -(CH2)n- 0 -(CH2-CH2-O)n-CHz2-;

-L®- se selecciona entre: -(CH2)p1- Y -(CH2)p1-O-(CH2)p2-; ¥

M, n, p1 yP2 son independientemente entre si seleccionados de 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10.

[0020] Una forma de realizacion preferida segun la presente invencion esta dirigida a compuestos de formula general (1),
en la que X se selecciona de: -SH, -NHR?, y -CHO, y mas preferiblemente se selecciona de: -SH y-NHR3,

[0021] Otra realizacién preferida de la presente invencién se refiere a compuestos de férmula general (1), en la que X
representa: -C = CH, -CH = CH2, 0 -Na.
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[0022] Los compuestos preferidos de la presente invencién son compuestos de la siguiente férmula general (Ill), (1V),
M)y (V)

0 0
X—L i X _le_ . T
a‘N*\ 50—P—0 L N\’@b\o—lla—o
RY R OH rRY “Re OH
1] v
0
o e o T
X7 LT N B0—P—0
RY R OH
Vv
0
/La\ /Ld\ /Le\ +/@ I -
X~ Lo L~ N —p—

Vi

donde

-L2- representa: -(CHz2)m- 0 -(CH2-CH2-O)m-CHz-;

-LP- y -L°- son independientes uno de otro seleccionados entre: -O-, -NH-C(O)-, -C(0)-NH-, -O-C(0)-NH- y -SO»-;
-L9- representa: -(CHz2)n- 0 -(CH2-CH2-O)n-CHz-;

-L®- se selecciona de: -(CH2)p1- Y -(CH2)p1-O-(CH2)p2-,

m, n, p1 y pz2 son independientemente entre si seleccionados de 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8, 9, 10;

y b, X, Ry R? tienen los significados definidos anteriormente.

[0023] Los compuestos especialmente preferidos son compuestos de formulas generales (1), (Il1), (IV), (V) y (VI), en los
gue R!y R? son independientementes uno de otro seleccionados de: -CH3 y-C2Hs;

X se selecciona de: -SH y -NHRS3;

R3 se selecciona de: -H, -CHs, -C2Hsy -C3H7; y

-L3- representa: -(CH2)m-.

[0024] Una forma de realizacién ain mas preferida se refiere a compuestos de formula general (1)

0
X—L ., [
\N\’@FO—P—O
R R by
()

donde b se selecciona entre 2y 3;
R! y R? independientemente uno del otro se seleccionan entre: -CHs, -C2Hs, -CsHz, -CaHg, -CsH11, -CeH13, 0 R y R?
pueden formarse juntos con el &tomo de nitrdgeno al que estan conectados un heterociclo seleccionado de:
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. H

N

en el que uno o varios atomos de hidrégeno pueden sustituirse por (a) atomos de fluor;

X se selecciona de: -SH, -NHR3, -C = CH, -CH = CHz2, -N3 y -CHO;

R3 se selecciona de: -H, -CHs, -C2Hs, -C3H7;

-L- se selecciona entre: -(CH2)m-, -(CH2)m- 0 -C(0)-NH-(CH2)p1-, -(CH2)m- 0 -(CH2)p1-, -(CH2)m-C(O)-NH-(CH2)p1-, -
(CH2)m-NH-C(0)-(CH2)p1-, -(CH2)m-C(O)-NH-(CH2)n- 0 -(CH2)p1-, -(CH2)m- 0 -C(O)-NH-(CH2)n- 0 -(CH2)p1-, -(CH2)m-
C(O)-NH-(CH2)n-C(0O)-NH-(CHz2)p1-O-(CH2)p2-, y-(CH2)m-O- C(O)-NH-(CH2)n-C(O)-NH-(CH2)p1-O-(CHz2)p2-;

y m, n, p1 y P2 son independientemente uno de otro seleccionados de 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10.

[0025] Preferiblemente, los compuestos de formula general (1) se seleccionan de entre:

1 Hidrogenofosfato de 2-[2-(2-aminoetoxi)etilo-dietilo-amonio]etilo

N 0

HoN N P
2 \/\ONQ/\O’"‘OH
0

2 Hidrogenofosfato de 2-[4-[2-(2-aminoetoxi)etilolmorfolina-4-io-4-ilo]etilo

0
[ j O_
H_N N p
2 \/\0/\/ \/\OIII\OH
0

3 Hidrogenofosfato de 2-[1-[2-(2-aminoetoxi)etilo]piperidina-1-io-1-ilo]etilo

0

1
¥
HZN\/\O/\/N\/\O’E\OH
0

4 Hidrogenofosfato de 2-[2-(2-aminoetoxi)etilo-dimetilo-amonio]etilo

| 0

5 Hidrogenofosfato de 2-[3-aminopropilo(dimetilo)-amonio]-etilo

—0°
H

NHZ/\/\N+/\/O_
VAN

O—1=0

6 Hidrogenofosfato de 2-[dimetilo(4-sulfanilbutilo)amonio]etilo

(0]
|l
HS .
NN O0—P—0
NN
/ OH
7 Hidrogenofosfato de 2-[4-azidobutil (dimetilo)amonio]etilo
7
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@)
N3 0—P—0
NN —P—
N+/\/ |
/ OH
8 Hidrogenofosfato de 2-[dimetilo(pent-4-inilo)amonio]etilo
i
/\/\N+/\/O—IT—O'
/ OH

9 Fosfato de hidrégeno de 2-[3-(6-aminohexanoiloamino)propil-dietilo-amonio]etilo

10

11

12

13

14

o]
n
NHZ\/\/\j\NH/\/\r\f/\/O_FF_O
/ > OH
Hidrogenofosfato de 2-[1-[2-[2-(6-aminohexanoiloamino)etoxi]etilo]piperidina-1-io-1-ilo]etilo
O

0

OH

2-[4-[2-[2-[3-(6-aminohexanoiloamino)propanoiloamino] etoxi]etilo]morfolina-4-io-4-ilojetilo

o) 0

NH; NH P—O

NH/\/O\/\N+/\/O* :

[j OH

0]

Hidrogenofosfato de 2-[1-[2-[2-[6-(6-aminohexanoiloamino) hexanoiloamino] etoxi]etilo] pirrolidin-1-io-1-ilo]etilo

o)

(0]
I} A
HSMNH\NN H/\/\N+/\/0_||3_0
Q OH

0

Hidrogenofosfato de 2-[2-aliloxietilo (dimetilo)amonio]etilo

Hidrogenofosfato de 2-[2-aliloxietilo (dietilo)amonio]etilo

N 0
vo’\/'\&/\o’g‘w

8
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15 Hidrogenofosfato de 2-[4-(2-aliloxietilo) morfolina-4-io-4-ilo]etilo

0,

[ j 0_
vo/\/N;/\o/ﬁ\OH
0

16 Hidrogenofosfato de 2-[1-(2-aliloxietilo) piperidina-1-io-1-ilojetilo

0

+
\/\ONN\/\O’E‘OH

17 Hidrogenofosfato de 2-[2-[2-(6-aminohexanoiloamino)etoxi]etilo-dimetilo-amonio]etilo

| (o]

H . n
HZN/\/\/\IrN\/\O/\, T\/\O’ZEO_
o]
18 Ester metilico del acidO-[2-[2-[3-(6-aminohexanoiloamino)propanoiloamino] etoxietilo-dimetilo-amonio]etilo

+

[¢]
H H "
HZN/\/\/\rN\/YN\/\O/\/“I‘\/\O'ZEO—
o] o]
19 Hidrogenofosfato de 2-[3-azidopropilo(dimetilo)amonio]etilo

0
|+ n
N3~ ’l”‘\/\ "o
OH

20 Hidrogenofosfato de 2-[dimetilo-[2-[2-(prop-2-inoxicarbonilamino)etoxi]etilo] amonio]etilo

H | 2

[ R
\\/OYN\/\O/\/T\/\O,E’\O—
5 OH

21 Hidrogenofosfato de 2-[2-[2-(aliloxicarbonilamino)etoxi]etilo-dimetilo-amonio]etilo

H l, i
/\/OYN\/\O/\/T\/\O'E:IO-
0

22 Hidrogenofosfato de 2-[2-[2-[6-(aliloxicarbonilamino) hexanoiloamino] etoxi]etilo-dimetilo-amonio]etilo

j’\ H l, 9
X"No N/\/\/\n/'\‘\/\o/\/’i‘\/\o'z:lo‘
H

0

23 Hidrogenofosfato de 2-[2-(6-aminohexanoiloamino)etilo-dimetilo-amonio]etilo

a |

0
. "
HZN\/\/\)LN/\/N\/\OIE’\O_

H I OH

9
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24 Hidrogenofosfato de 2-[dimetilo-[3-[6-(prop-2-inoxicarbonilamino) hexanoiloamino] propil] amonio]etilo

H | 9

'
//\OJLu/\/\/\[rN\/\/'i'\/\o'E:'o’

0

25 Hidrogenofosfato de 2-[3-(6-aminohexanoiloamino)propil-dimetilo-amonio]etilo

H | 9

N N2 Po -
HZN/\/\/\H/ \/\/I\/\o’6;0

0

[0026] Los compuestos de la invencion de la presente invencion fueron diseflados de modo que puedan ser
inmovilizados en soportes solidos para proporcionar materiales de separacién que presentan mayor estabilidad, mayor
afinidad y una mayor selectividad para la PCR en comparacion con los materiales de separacién descritos por la técnica
anterior. Esto se logré reemplazando uno de los sustituyentes alquilo del grupo tri-alquilamonio de la fosforilocolina con
el resto -L-X. El resto de -L-X permite la inmovilizacién de los compuestos de férmula general (I) a un soporte soélido sin
modificar la carga total de la molécula de colina de fosforilo y evitando la presencia del enlace fosfodiéster inestable en

el constructo.

[0027] Por lo tanto, la presente invencidn proporciona ademas un material de separacion de férmula general (Il):

0
A—L*—Y—L_ ., I
\N\’Q%O—P—o
R1/ R2 6H
()

donde

b se selecciona entre 2y 3;
R! y R? independientemente uno del otro se seleccionan entre: -CHa, -C2Hs, -C3H7, -C4Hog, -CsH11y -CsHi13, 0 Ry R?

pueden formarse juntos con el &tomo de nitrdgeno al que estan conectados un heterociclo seleccionado de:

en el que uno o varios atomos de hidrégeno pueden sustituirse por (a) atomo(s) de fluor;
Y se selecciona entre: -CH (OH)-CH2-N(R#)-, -CH (OH)-CH2-S-, -CH2-NH-, -NH-CH>-, -CH2-CH2-S-, -S-CH2-CH? -,

e NN o —N NN
‘ — g/N N \\N
N HO_ .- HOS -~ HO_ .-
NN \L \L \L
N N/N\ N/N\\ N/N‘
. N N
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Ton

R* se selecciona de: -H, -CHs, -CzHs, -C3H7y -C(O)-CHs;
-L- se selecciona entre: -L2-, -La-L&-, - -| P-| -y -L @ P-L9-| °-Le- en donde
-L2- se selecciona de: -(CHz2)m-, -(CH2-CH2-O)m-CHz-,

-LP- y -L°- independientemente uno del otro se seleccionan entre: -O-, -NH-C(O)-, -C(0)-NH-, -O-C(0)-NH- y -SO2 -;
-L¢- se selecciona de: -(CH2)n-, -(CH2-CH2-O)n-CHz-,

-L®- se selecciona entre: -(CH2)p1-, -(CH2)p1-O-(CH2)p2-,

-L *- se selecciona de: L™@-, -L"a* - &y - "a | "b-|"- en donde

-L"a- se selecciona de entre: -(CHz2)o-, -(CH2-CH2-O)o -C2H4-, -(CH2-CH2-O)o-CHz- y -CH2-CH(OH)-CH2-;
-L*¢- se selecciona entre: -(CHz2)q-, -C2H4-(O-CH2-CHz2)q-, y -CH2-(O-CH2-CHz2)q-;

-L™- se selecciona de: -O-(CH2) r -O-, -S-(CH2),-S-, -SOz2 -, -S-, -O-, -NH-C(0O), -C(O)-NH- y -S-S-;

m, n, p1, p2, o, r, g son independientemente uno de otro seleccionados de 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10;

[0028] A es un soporte solido seleccionado del grupo que consiste en: polivinilpirrolidona (PVP), polisulfona (PS),
polietersulfona (PES), poliariletersulfona (PAES), poliacrilato, poli(metacrilato de metilo) (PMMA), poli(glicidilo-
metacrilato), poli(metacrilato de hidroxi), poliestireno (PS), politetrafluoroetiloeno (PTFE), poliacrilamida, poliacrolina,
acrilonitrilo butadieno estireno (ABS), poliacrilonitrilo (PAN), poliuretano (PU), eupergit®, polietiloenglicol (PEG),
hiperfluorocarbono, agarosa, alginato, carragenano, quitina, almidén, celulosa, nitrocelulosa, sepharose®, vidrio, silice,
kieselguhr, zirconia, alimina, 6xido de hierro y mezcla y/o derivados de dichos soportes soélidos;

y formas protonadas y desprotonadas de este material de separacion.

[0029] Esta claro para la persona experta que la extremidad izquierda del fragmento -L*- estd conectado a A, la
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extremidad derecha del fragmento -L"- esta conectado a la extremidad izquierda del fragmento Y, la extremidad derecha
del fragmento Y esta conectada a la extremidad izquierda del fragmento -L-, cuya extremidad derecha esta conectada a

2
1 R
R\/ (I)I
N —P—=0)
p OFI’O
b OH

[0030] Lo mismo se aplica a los fragmentos: -L2-, -L°-, -L¢-, -L9-, -L&-, -L"a- -L"-y -L"e-,

[0031] Asi, por ejemplo, si -L*- representa -L"a*-L"-L"- con -L- siendo -CHz-CH(OH)-CH> -, -L™- siendo -O-, -L"e-
siendo -(CHz)q-, y representa -CH(OH)-CH2-N(R?*)-, -L- representa -L3-LP-L®- con -L3 siendo -(CHz2)m-, €l material de
separacion de formula general -, -LP- siendo -O- C(O)-NH-, y -L&- siendo -(CH2)p1-O-(CH2) p2 (lI) es el siguiente:

R' R?
OH OH Il?"' H \4 0
A\)\/OH)\/NWO\H/NWO\M WO IlD
q L p1 b HO

[0032] Tal como se usa en este documento, el soporte sélido A se refiere a un soporte inerte sélido que en prevision de
la inmovilizacién covalente de los compuestos de la invencion de formula general (1), (Ill), (1V), (V) y (V1) se funcionaliza
con el resto -L*-FG, en la que FG es un grupo funcional reactivo que es adecuado para reaccionar con el grupo
funcional X. Ejemplos de grupos FG incluyen, pero no se limitan a: epoxido, -CHO, -C = CH, -CH = CHz, -Ns, -CH(OH)-
CH2-Ns,-NHz, -SH, tresilo. La funcionalizacion del soporte soélido se consigue a través de métodos bien conocidos por el
experto en la materia (Chin. J. Chem., 2012, 30, 2473, Polim. Int. 2013, 62, 991). Ademas, los soportes sélidos
funcionalizados ya estan disponibles comercialmente: Toyopearl® AF-epoxi, Toyopearl® AF-amino, Toyopearl® AF-
tresyl, TSKgel® tresyl, Sepharose® 6B activado con epoxi (GE Healthcare Life Sciences), Sepharose® 4 de flujo rapido
activado por CNBr (GE Healthcare Life Sciences), Sepharose® 4B (GE Healthcare Life Sciences) activado por NHS,
Sepharose® 4 de flujo rapido (GE Healthcare Life Sciences), Sepharose® 4 de flujo rapido (Affiland) activado por
vinilsulfona terminal, Separopore® aldehido (Agarosa) 4B, ECH Separopore® (Agarosa) 4B (Separopore).

[0033] El soporte sélido puede ser sometido a reticulacién u otros tratamientos para aumentar la estabilidad fisica o
quimica, y se puede formar en varias formas, incluyendo pero no limitado a fibras, laminas, varillas, perlas, y
membranas.

[0034] Preferiblemente, el soporte sélido A se selecciona de polisulfona (PS), polietersulfona (PES), poliariletersulfona
(PAES), mezclas y/o derivados de los mismos.

[0035] Soportes sdlidos basados en PS, PES y PAES pueden ser modificados de manera que presenten en su
superficie el resto -L*- FG, en donde FG es un grupo funcional reactivo que es adecuado para reaccionar con el grupo
funcional X (Chin J Chem. 2012, 30, 2473, Polim. Int. 2013,62, 991). Dicha modificaciéon da como resultado el aumento
de la propiedad anti-incrustante, la biocompatibilidad y otras funciones especificas.

[0036] Materiales de separacion preferida de la presente invencion son materiales de separacion de férmula general (11):

0
A—L*—Y—L_ . I
h ’@BO—P—O'
/\ |
OH
(n

y formas protonadas y desprotonadas,
en las que

b se selecciona entre 2y 3;
12
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R! y R? independientemente uno del otro se seleccionan entre: -CHs, -C2Hs, O R! y R? pueden formarse juntos con el
atomo de nitrégeno al que estan conectados un heterociclo seleccionado de:

Ty

En el que uno o varios atomos de hidrégeno pueden sustituirse por (a) atomos de fluor;
Y se selecciona entre: -CH(OH)-CH2-N(R#)-, -CH(OH)-CH2-S-, -CH2-NH-, -NH-CH>-, -CH2-CH2-S-, -S-CH2-CH> -,

! \N/N\\ \N/N\\ \‘N/N\\

_,' SN N g/N
S / \ Q .

N7 t N7"%
L N \\/N N
3 /,J\/ ; \‘\ 1 /,’g/ ,
y
HOL_..-

R* se selecciona de: -H, -CHs, -C2Hs, -C3H7, -C(O)-CHs;

-L- se selecciona entre: -L2-, -La-L 8-, -La-[b-L&-y -| &L -L9-LC-L -,

donde

-L2- representa: -(CH2)m- 0 -(CH2-CH2-O)m-CH2-;

-LP- y -L°- independientemente uno del otro se seleccionan entre: -O-, -NH-C(O)-, -C(0)-NH-, -O-C(0)-NH- y -SO2 -;
-L¢- se selecciona de: -(CH2) n- y -(CH2-CH2-O)n-CHz-,

-L®- se selecciona entre: -(CH2)p1- Y -(CH2)p1-O-(CH2)p2-;

-L*- se selecciona de: L™a-, -L"a* -Le- y - "a-| - **- en donde

-L"3- se selecciona de entre: -(CH2)o-, -(CH2-CH2-O)o-C2Ha-, -(CH2-CH2-O)o-CHa2- y -CH2-CH(OH)-CHz-;

-L"- se selecciona entre: -(CH2)g-, -C2Ha-(O-CH2-CH2)q-, y -CH2-(O-CH2-CH2)q-;

-L™- se selecciona de: -O-(CHz2)-O-, -S-(CH2)r-S-, -SO2 -, -S-, -O-, -NH-C(O)-, -C(0)-NH- y-S-S-;

m, n, p1, p2, o, r, g son independientemente uno de otro seleccionados de 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10;

y A tiene el significado definido anteriormente, y mas preferiblemente A se selecciona entre polisulfona (PS),
polietersulfona (PES), poliariletersulfona (PAES), mezclas y/o derivados de los mismos.

[0037] Una realizacion preferida segin la presente invencion esta dirigida a materiales de separacion de féormula
general (I1), en donde Y se selecciona de: -CH(OH)-CH2-N(R?#)-, -CH(OH)-CH2-S-, -CH2-NH-, -NH-CH2-, -CH2-CH2-S-, -
S- CH2-CHz-,
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y mas preferiblemente seleccionado de: -CH(OH)-CH2-N(R%)-, y -CH(OH)-CH>-S-.
[0038] También se prefieren los materiales de separacion de formula general (Il), en donde Y representa:

[0039] Los compuestos preferidos de la presente invencion son compuestos de la siguiente formula general (VII), (V1II),

(IX)y (X)

14
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donde

-L2- se selecciona de entre: -(CH2)m- y -(CH2-CH2-O)m-CH2-;

-LP- y -L°- son independientemente uno de otro seleccionados entre: -O-, -NH-C(0)-, -C(O)-NH-, -O-C(O)-NH- vy -
SO2-;

-L9- se selecciona de: -(CH2) n- y -(CH2-CH2-O)n-CH2-;

-L®- se selecciona de: -(CHz)p1- y -(CH2)-O- p1 (CHz)p2-;

m, n, pl, p2, o, r, g son independientemente uno de otro seleccionados de: 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9,10;yb, A, L* Y,
R!y R? tienen los significados definidos anteriormente.

[0040] Materiales de separacion especialmente preferidos son materiales de separacion de féormula general (Il), (VII),
(v, (IX) y (X), en donde

-L*- se selecciona entre: -L"-, -L"@* -| -y -|"ax | b* .| "e.. y

-L"3- se selecciona de: -(CH2) o- y -CH2-CH(OH)-CH2-;

-L"¢- representa-(CH2)q-;

-L™®- se selecciona de: -O-(CH2)-O-, -S-(CH2)-S-, -S- y -O-; Y 0, g y r son independientemente uno de otro
seleccionados de 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10.

[0041] En las formulas generales (11), (VII), (VIII), (IX) y (X), L" representa preferiblemente -L™@ -L°" -L"- y A se selecciona
preferiblemente de: polisulfona (PS), polietersulfona (PES), poliariletersulfona (PAES), mezclas y/o derivados.

[0042] otra realizacién preferida de la presente invencion se dirige a materiales de separacion de las formulas generales
(i, (v, (vin, (IX) y (X), en donde
R!y R? son independientemente el uno del otro, seleccionados de: -CHz y -C2Hs;
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Y se selecciona entre: -CH(OH)-CHz-N(R#)-, -CH(OH)-CH2-S-, -CH(OH)-CH2-O-, -CH2-NH -, -S-CH2-CH2- y -CH2-CH2-S-

R* se selecciona de: -H, -CHs, -C2Hs, -C3H7y -C(O)-CHs; y
-L2- representa-(CHz2)m-.

[0043] Una forma de realizacién aun mas preferida se refiere a un material de separacién de formula general (l1)

0
A—L*—Y—L I
\N;’G%O—P—O'
R1/ R2 OH

(I

donde

R! y R? independientemente uno del otro se seleccionan entre: -CHa, -C2Hs, -C3H7, -C4Hog, -CsH11y -CsH13, 0 Rty R?

pueden formarse juntos con el &tomo de nitrdgeno al que estan conectados un heterociclo seleccionado de:

y

en el que uno o varios atomos de hidrégeno pueden sustituirse por (a) atomos de fltor;

Y se selecciona entre: -CH(OH)-CH2-N(R#)-, -CH(OH)-CH2-S-, -CH2-NH-, -NH-CH2-, -S- CH2-CH2- y -CH2-CH>-S-,

4
R* se selecciona de: -H, -CHs, -CzHs, -C3H7y -C(O)-CHs;

-L- se selecciona entre: -(CH2)m-, -(CH2) mOC(O)-NH-(CH2)p1-, -(CH2)m- 0 -(CH2)p1-, -(CH2)m-C(O)-NH-(CH2)p1-, -
(CH2)m-NH-C(0)-(CH2)p1-, -(CH2)m-C(O)-NH-(CH2)n- 0 -(CH2)p1-, -(CH2)m- 0 -C(O)-NH-(CH2)n- 0 -(CHz2)p1-, -(CH2)m-
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C(O)-NH-(CH2)n-C(0O)-NH-(CHz2)p1-O-(CHz) p2- y -(CH2)m- 0 - C(O)-NH-(CH2)a-C(O)-NH-(CHz2)p1-O-(CHz)p2-;

m, n, p1 yP2 son independientemente uno de otro seleccionados de 1, 2, 3,4, 5,6,7,8,9,10y b, Ay L" tienen los
significados definidos anteriormente y mas preferiblemente A se seleccionan de: polisulfona (PS), polietersulfona
(PES), polieilarolesulfona (PAES), mezclas y/o derivados de los mismos y formas protonadas y desprotonadas de
dicho material de separacion.

[0044] otra realizacién preferida se refiere a un material de separacion de formula general (ll)

o,
A—L*—Y—L_ , .
\N\’@BO—P—O
R Re by
(1

donde b se selecciona entre 2y 3;

R! y R? independientemente uno del otro se seleccionan entre: -CHas, -C2Hs, -C3H7, -CaHg, -CsH11y -CeH13, 0 R y R?
pueden formarse juntos con el &tomo de nitrdgeno al que estan conectados un heterociclo seleccionado de:

en el que uno o mas atomos de hidrégeno pueden ser sustituidos por (a) atomo de fltor;
Y se selecciona entre: -CH(OH)-CH2-N(R*)-, -CH(OH)-CH2-S-, -S-CH2-CH2- y -CH2-CH2-S-;

R se selecciona de: -H, -CHs, -C2Hs, -C3H7y -C(O)-CHs;

-L- se selecciona entre: -(CH2)m-, -(CH2)m- 0 -C(0)-NH-(CH2)p1-, -(CH2)m- 0 -(CH2)p1-, -(CH2)m-C(O)-NH-(CH2)p1-, -
(CH2)m-NH-C(0)-(CH2)p1-, -(CH2)m-C(O)-NH-(CH2)n- 0 -(CH2)p1-, -(CH2)m- 0 -C(O)-NH-(CH2)n- 0 -(CH2)p1-, -(CH2)m-
C(O)-NH-(CH2)n-C(0O)-NH-(CHz2)p1-O-(CH2)p2- y -(CH2)m-O- C(O)-NH-(CH2)n-C(0)-NH-(CH2)p1-O-(CH2)pz-; y m, n, p1
y pz independientemente entre si se seleccionande 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10;

-L*- se selecciona entre: -(CH2)o-, -(CH2-CH2-O)o-C2H4 -, -(CH2-CH2-O)o-CH2-C(O)-NH-(CHz)q-, -(CH2) 0 -SO2-
(CH2)q-, -CH2-CH(OH)-CH2-O-CHz-, -CH2-CH(OH)-CH2-O-(CH2)r-O-CHz-, y-(CH2-CH2-0O)o-C2H4 -O-CHa-;

0, r y g independientemente entre si se seleccionan de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10; y A tiene el significado definido
anteriormente y mas preferiblemente se selecciona de: polisulfona (PS), polietersulfona (PES), poliariletersulfona
(PAES), mezclas y/o derivados de los mismos.

[0045] Otra realizacion preferida se refiere a materiales de separacion de formula general (ll)

O
A—L*—Y—L Il
\N+\/6$BO_P_O.
R1/ R2 6H

(I

y sus formas protonadas y desprotonadas

donde b se selecciona entre 2y 3;
R! y R? independientemente uno del otro se seleccionan entre: -CHs, -Cz2Hs, -C3H7, -CaHg, -CsH11y -CeH13, 0 Rt y R?
pueden formarse juntos con el a&tomo de nitrégeno al que estan conectados un heterociclo seleccionado de:
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En el que uno o varios atomos de hidrégeno pueden sustituirse por (a) atomo de fldor;
Y se selecciona de:

-L- se selecciona entre: -(CH2)m-, -(CH2)m- 0 -C(0)-NH-(CH2)p1-, -(CH2)m- 0 -(CH2)p1-, -(CH2)m-C(O)-NH-(CH2)p1-, -
(CH2)m-NH-C(O)-(CH2)p1-, -(CH2)m-C(0O)-NH-(CH2)n- 0 -(CH2)p1-, -(CH2)m- 0 -C(O)-NH-(CH2)n- 0 -(CH2)p1-, -(CH2)m-
C(0)-NH-(CH2)n-C(0)-NH-(CH2)p1-O-(CH2)p2- y -(CH2)m-O- C(O)-NH-(CH2)n-C(O)-NH-(CH2)p1-O-(CH2)p2-; Y m, n, p1
y pz independientemente entre si se seleccionande 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10;

-L*- se selecciona entre: -(CH2)o-, -(CH2-CH2-O)o-C2H4 -, -(CH2-CH2-0)o-CH2-C(O)-NH-(CH2)q-, -(CH2) 0 -SO2-
(CH2)g-, -CH2-CH(OH)-CH2-0O-CHz-, -CH2-CH(OH)-CH2-O-(CH2)r-O-CHz2-, y-(CH2-CH2-0)o-C2H4 -O-CHa-;

0, r y g son independientemente uno de otro seleccionado de 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10; y A tiene el significado
definido anteriormente y mas preferiblemente se selecciona entre polisulfona (PS), polietersulfona (PES),
poliariletersulfona (PAES), mezclas y/o derivados de los mismos.

Indicaciones:

[0046] Sorprendentemente, se encontré que los compuestos mencionados anteriormente de formula general (1), (1),
(IV), (V) y (VI), asi como los materiales de separacion de formula general (1), (VII), (VII), (IX) y (X) son vinculantes con
alta afinidad y alta selectividad y anticuerpos de colina anti-fosforilo CRP. Por lo tanto, los compuestos de la invencién y
los materiales de separacion son Utiles para la eliminacion de CRP y anticuerpos de colina de anti-fosforilo de fluidos
bioldgicos.

[0047] Una realizacién de la presente invencién se refiere a un método de eliminacién extracorporal de la PCR a partir
de un fluido biolégico de un paciente para la profilaxis y/o tratamiento de disfunciones inmunes y enfermedades
cardiovasculares que comprenden pasos:

a)proporcionar un material de separacion de formula general (11), (VII), (VIII), (IX) o (X); y
b) poner en contacto el fluido bioldgico del paciente con el material de separacion.

[0048] Para este propésito, el material de separacion de formula general (I1), (VII), (VII), (IX) y (X) se carga en una
columna, siendo dicha columna util para la eliminacién extracorporal de la PCR a partir de un fluido biolégico de un
paciente para profilaxis y/o tratamiento de disfunciones inmunes y enfermedades cardiovasculares.

[0049] Tal como se usa aqui, el término fluido biolégico abarca sangre, plasma sanguineo, fluido peritoneal y fluido
linfatico.

[0050] Las dimensiones de la columna no son criticas, y tienen que ser elegidas de modo que estén adaptadas al flujo
del fluido biologico extraido del paciente, que esta altamente asociado al peso corporal del paciente. La columna que
comprende el material de separacion de la presente invencion debe esterilizarse, por ejemplo con un gas esterilizante
tal como 6xido de etiloeno, y se usa inmediatamente o se sella y se almacena para uso posterior. Antes de su uso, la
columna debe lavarse con solucién salina normal seguida de un lavado con solucién salina normal que contiene
cualquier otro ingrediente preparatorio adecuado. La columna puede ser de disefio de cartucho convencional, lecho
fluidizado, lecho expansible o un monolito. La preparacion de tales columnas es bien conocida por el experto en la
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materia. Por ejemplo, la preparacion de una columna de un disefio de cartucho convencional se puede realizar como se
describe en la solicitud de patente EP 0237659 Al.

[0051] La regeneracion de la columna es también posible. Para los propoésitos de regeneracion, una solucion salina al
0,9% podria, por ejemplo, ser utilizada para el lavado de la columna. A continuacion, el valor pH se reduce por el uso de
una glicina/HCI (pH 2,8) con el fin de romper la conexién entre la CRP y el material de separacion, seguido de un paso
de lavado con PBS (Phosphate Buffered Saline) a un valor pH de 7,4 y una paso de lavado final con solucién salina al
0,9%.

[0052] Opcionalmente, la columna que comprende el material de separacion de la presente invencion contiene
materiales de separacion adicionales adecuados para la eliminacién de otras sustancias de interés de un fluido biol6gico
de un paciente. Las otras sustancias son proteinas preferibles. Ejemplos de otras sustancias son la interleucina-6,
interleucina-1, TNFa, suero amiloide P-componente (SAP), la PTX3, el fibrindgeno, los anticuerpos (tales como IgG,
IgE), anticuerpos de anti-fosfolipido y componentes del sistema de complemento tales como C1 g, C3a o Cba.

[0053] La columna de la presente invencién se puede incorporar en un dispositivo para proporcionar un dispositivo
apropiado para la eliminacion extracorporal de la PCR a partir de un fluido biolégico de un paciente para la profilaxis y/o
tratamiento de disfunciones inmunes y enfermedades cardiovasculares.

[0054] Asi, el dispositivo segun la presente invencién comprende:

a) una columna que comprende un material de separacion de formula general (Il), (VII), (VIII), (IX) y (X); y

b) un aparato para poner en contact ex vivo la columna que comprende el material de separacién con un fluido
biolégico de un paciente, disminuyendo de ese modo el nivel de CRP en dicho fluido bioldgico y para devolver el
fluido biol6gico al paciente.

[0055] Debido a la alta afinidad y selectividad de los compuestos de férmula general (1), el material de separacion de
férmula general (11), (VII), (VIII), (IX) y (X), la columna que comprende la material de separacion de formula general (Il),
v, (v, (IX) o (X), y comprendiendo el dispositivo de la columna, que comprende el material de separacién de
férmula general (11), (VI), (VIII), (IX) o (X) son particularmente Utiles en la eliminacién extracorporal de la PCR a partir de
un fluido biolégico de un paciente para la profilaxis y/o tratamiento de disfunciones inmunes y enfermedades
cardiovasculares.

[0056] Preferiblemente, el fluido biolégico se selecciona de: sangre, plasma sanguineo, liquido peritoneal y liquido
linfatico.

[0057] EIl término "enfermedades cardiovasculares" como se utiliza aqui incluye, pero no se limita a miocardio, ictus,
diabetes, enfermedad renal de etapa final, insuficiencia renal, insuficiencia renal debido a la hipertension, lesiones
endoteliales, destruccidon endotelial, arteriosclerosis, trombosis, aterosclerosis, estenosis, restenosis, enfermedades
ateroscler6ticas o trombéticas, insuficiencia de flujo de sangre, eventos isquémicos, embolia pulmonar, estable y angina
inestable, enfermedades coronarias arteriales, infarto de miocardio, asi como los resultados patolégicos de
enfermedades arterioscleréticas o trombdticas.

[0058] EI término "disfunciones inmunes" como se utiliza aqui incluye, pero no se limita a enfermedades inmunes,
enfermedades autoinmunes, reacciones de rechazo en trasplantes, rechazo de alo-trasplante, rechazo xeno-trasplante,
rechazo injerto frente a huesped, rechazo huesped frente a injerto, diabetes mellitus, reumatismo, artritis reumatoide,
artritis psoriasica, espondilitis anquilosante, esclerosis multiple, miastenia gravis, psoriasis vulgaris, enfermedad de
Graves, sindrome de Goodpasture, purpura trombocitopénica idiopatica (ITP), anemia aplasica, enfermedad inflamatoria
del intestino (IBD), enfermedad de Crohn (también conocida como sindrome de Crohn), colitis ulcerosa, cardiomiopatia
dilatada (DCM), tiroiditis autoinmune, tiroiditis de Hashimoto, terapia de reemplazo hormonal (TRH), osteoartritis y gota.

Sintesis quimica

A. Sintesis de compuestos de férmula general (1)

[0059] A.1 Los compuestos de la invencion de formula general |, en donde X representa -NHR?, R® se selecciona de: -
H, -CHgs, -CzHs, -C3H7y -L- representa -L2-, -La-OL®-, -L2-L®-(es decir, compuestos de formula general 6), o X representa
-C = CH 0 -CH = CHzy -L- representa -L3-O-C(O)-NH-L®-0 -L3-O-C(O)-NH-L%-O-L® -(es decir, compuestos de la férmula
general 5, en la que PG?! representa carbonilo de aliloxi o carbonilo de propargiloxi y R representa -H) puede ser
ensamblado a partir de aminoalcoholes comercialmente disponibles de férmula general NHR3-L'-OH (1), en la que L!
representa -L2-, -L2-OL®-, -La-L®-, -L&-, -L9-OL®-, 0 -L%-L®- de acuerdo con el Esquema 1.
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Esquema 1: Sintesis de compuestos de férmula general 5y 6: a. proteccién grupo amino; b. Conversion grupo
de hidroxilo a un grupo saliente LG; c. cuaternizacion; d. fosforilacién; e. desproteccion

[0060] La sintesis implica la proteccion del grupo amino terminal del alcohol amino 1 con un grupo protector PG?,
seguido de la conversién del grupo hidroxilo terminal en un grupo saliente LG para proporcionar el intermedio 3. Grupos
protectores de amino adecuados PG? son bien conocidos por la persona experta e incluyen carbamatos, grupo ftaloilo y
grupos ftaloilo sustituidos. Los ejemplos de carbamatos incluyen, pero no se limitan a: benciloxicarbonilo (Cbz o Z), 4-
nitro-benciloxicarbonilo, 4-cloro-benciloxicarbonilo, 4-metoxi-benciloxicarbonilo, 4-metilo-benciloxicarbonilo, 4-azido-
benciloxicarbonilo, 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc), carbonilo de aliloxi (Aloc), carbonilo propargiloxi, carbonilo terc-
butiloxi (Boc). Ftaloilo y los grupos protectores de ftaloilo sustituidos son particularmente (tiles para la proteccion de
aminas primarias (R® representa H). Ejemplos de grupos de ftaloilo sustituidos incluyen, pero no se limitan a 4-nitro-
ftaloilo, 3-nitro-ftaloilo y tetracloroftaloilo. Preferiblemente, el grupo protector PG! se selecciona de carbonilo aliloxi,
carbonilo propargiloxi, benciloxicarbonilo y ftaloilo. Grupo saliente LG instalado en el paso b se puede seleccionar del
grupo que comprende cloruro, bromuro, yoduro, tosilato, bencenosulfonato, p -nitro-bencenosulfonato, mesilato o grupo
triflato. Preferiblemente, el grupo saliente LG es un éster de un acido sulfénico (es decir, un sulfonato), y mas
preferiblemente LG es un grupo mesilato. La conversién de la funcionalidad de alcohol en un grupo LG puede lograrse
por ejemplo por tratamiento de alcohol 2 con MsCl o TsCl en presencia de trietiloamina, usando dicholorometano como
disolvente a 0°C. El intermedio 3 se hace reaccionar adicionalmente con un alcohol amino de férmula general NHR'R?-
(CH2)p-OH, tales como dimetiloetanolamina, dimetilopropanolamina, N,N-dietiloetanolamina, N-(2-hidroxietilo)morfolina,
o N-(2-hidroxietilo)piperidina para proporcionar amino alcoholL‘a través de una reaccion de cuaternizacion. El
tratamiento posterior del alcohoL*con POCIz y trietiloamina en acetonitrilo a 0°C resulta en la introduccién del grupo
fosfato en la molécula. La desproteccion del grupo amino terminal proporciona los compuestos diana de férmula general
6 de acuerdo con la presente invencion que estan listos para ser inmovilizado a un soporte solido a través del grupo
amino terminal. Si el grupo protector PG! es carbonilo de aliloxi o carbonilo de propargiloxi y R® representa -H, entonces
el paso de desproteccion es opcional ya que los compuestos de formula general 5 se pueden inmovilizar directamente al
soporte sélido a través de alqueno terminal (quimica tiol-eno, quimica click, metatesis) o alquino (quimica click).

[0061] Una variedad de aminoalcoholes comercialmente disponibles de féormula general NHR3-L:-OH (1) puede
funcionar como un material de partida para la ruta sintética descrita en el Esquema 1. Tales alcoholes amino
disponibles comercialmente incluyen, pero no estan restringidos a 2-aminoetanol, 3-amino propan-1-ol, 4-amino butan-
1-ol, 5-amino pentan-1-ol, 6-amino hexan-1-ol, 2-(2-aminoetoxi)etanol, 2-[2-(2-aminoetoxi)etoxiletanol, 2-(3-
aminopropoxi)etanol.  3-(3-aminopropoxi)propan-1-ol,  4-(3-aminopropoxi)butan-1-ol,  2-(metiloamino)etanol,  3-
(metiloamino)propan-1-ol, 4-(metiloamino)butan-1-ol, 5-(metiloamino)hexan-1-ol, 6-(metiloamino)hexan-1-ol, 7-
(metiloamino)heptan-1-ol, 2-[2-(metiloamino)etoxi]etanol, 2-[2-[2-(metiloamino)etoxi]etoxi]etanol, 2-[3-
(metiloamino)propoxi]letanol, 3-[3-(metiloamino)propoxi]etanol, 3-[3-(metiloamino)propoxi]propan-1-ol, 4-[3-
(metiloamino)propoxi] butan-1-ol.

[0062] La persona experta apreciard que mediante la aplicaciéon de los pasos b, ¢ y d del procedimiento de sintesis
descrito en el Esquema 1 y si es necesario un paso de desproteccion adecuado a un alcohol de férmula general PG2S-
L1-OH, HC = C-L!-OH, CH>= CH-L!-OH, N3-L*-OH o PG3 = CL!-OH, en la que PG? es un grupo protector de sulfhidrilo
(por ejemplo bencilo) y PG2 es un grupo aldehido protector (por ejemplo ditiano o acetal) se accederan a analogos 6a,
6b, 6¢, 6d vy 6e.
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[0063] En este caso el alcohol propargilico, 3-azido propan-1-ol, 2-azidoetanol, 4-azidobutan-1-ol, 2-(2-
azidoetoxi)etanol, 2-[2-(2-azidoetoxi)etoxiletanol, 2-[2-[2-(2-azidoetoxi)etoxi]etoxiletanol, 2-(2-azidoetilosulfonil)etanol,
but-3-in-1-ol, pent-4-in-1-ol, 2-prop-2-inoxietanol, 2-(2-prop-2-inoxietoxi)etanol, 2-[2-(2-prop-2-inoxietoxi)etoxiletanol
puede ser utilizado como materiales de partida.

[0064] A.2 Los compuestos de la invencion de férmula general |, en donde X representa -NHR3, R® se selecciona de: -
H, -CHs, -CzHs, -C3H7 y -L- representa -L2-C(O)-NH-L®- (es decir, compuestos de la férmula general 7 y 19) o X
representa -C = CH o -CH = CHz y -L- representa -L3-O-C(0)-NH-L%-C(O)-NH-L®-(es decir, compuestos de la férmula
general 8 y 18, en el que PG! representa carbonilo de aliloxi o carbonilo de propargiloxi R® representa -H) se pueden
ensamblar a partir de los aminoacidos 9 de férmula general NHR® -L2-COzH, en el que -L?- representa -La- o -Ld-,
aminoalcoholes 10 de férmula general NH2-L'-OH (1), en la que L! representa -Lé- o diaminas 11 de férmula general
NH2- L3-NR'R?, en el que L3representa -L®- de acuerdo con el Esquema 2.

[0065] La sintesis comienza con la proteccion del grupo amino en el acido amino 9 con un grupo protector PG?, en el
gue PG! tiene el significado definido en el apartado A.1 para dar el acido carboxilico 12. El acoplamiento del acido
carboxilico 12 con el aminoalcohol 10 suministra alcohol primario 13 en el que el grupo hidroxilo se convierte ademas en
el grupo saliente LG, en el que el grupo saliente LG tiene el definido en el apartado A.1 para proporcionar el intermedio
14. El tratamiento del intermedio 14 con amino alcohol 10 de férmula general NHR! R2-(CH2)» -OH (por ejemplo,
dimetiloetanolamina, dimetilopropanolamina, N,N-dietiloetanolamina, N-(2-hidroxietilo)morfolina, o] N-(2-
hidroxietilo)piperidina) da como resultado la formaciéon de alcohol 15 que se somete a cuaternizacién de reaccion,
seguido de desproteccion que implica la escision del grupo protector PG para dar el compuesto objetivo 7. Como
anteriormente, el precursor 8 siendo PG! carbonilo de aliloxi o carbonilo de propargiloxi puede inmovilizarse
directamente a un soporte soélido.
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Esquema 2: Sintesis de compuestos de formula 7, 8, 18, y 19: a. proteccion grupo amino; b. 10,
acoplamiento; c. conversion grupo de hidroxilo a grupo saliente LG; d. cuaternizacion; e.
fosforilacion; f. desproteccion; g. 11, acoplamiento; h. cuaternizacion

[0066] Alternativamente, alcohol carboxilico 12 puede ser acoplado con la diamina 11 para proporcionar la amida 16
que se somete posteriormente a cuaternizacion de reaccion por tratamiento con un derivado de 2-hidroxietilo o 3-
hidroxipropilo. Derivados de 2-hidroxietilo y 3-hidroxipropilo adecuados incluyen 2-bromo- y 2-yodo-etanol y 3-bromo y
3-yodo propanol. La reaccion de cuaternizacion se lleva a cabo preferiblemente en acetonitrilo, a temperatura ambiente.
Finalmente, la reaccion de fosforiloacion, seguido de la reaccion de desproteccion aplicado a alcohol 18 suministra el
compuesto diana 19.

[0067] Los aminoacidos 9 de formula general NHR3-L2-COzH incluyen, pero no se limitan a 7-acido aminoheptanoico, 6-
acido aminohexanoico, 5-acido aminopentanoico, 4-acido aminobutanoico, 3-acido aminopropanoico, 2-aminodacido
acético, 2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi] [etoxiletoxi 2-[2-[2-(2-aminoetoxi)]acético, 2-(2-aminoetoxi)acido acético, 2-(3-
aminopropoxi)acido  acético, 3-(3-aminopropoxi)acido  propanoico, 4-(3-aminopropoxi)acido  butanoico, 2-
(metiloamino)acido acético, 3-(metiloamino)acido propanoico, 4-(metiloamino)acido butanoico, 5-(metiloamino)acido
pentanoico, 6-(metiloamino)acido hexanoico, 7-(metiloamino)acido heptanoico, 2-[2-(metiloamino)etoxi]acido acético, 2-
[2-[2-(metiloamino)etoxi]etoxilacido acético, 2-[3-(metiloamino)propoxilacido acético, 3-[3-(metiloamino)propoxilacido
propanoico, 4-[3-(metiloamino)propoxi]acido butanoico, 2-[2-[2-[2-(metiloamino)etoxi]etoxi]etoxi]acido acético.

[0068] Los aminoalcoholes 10 de férmula general NHR!R?-(CH2)»-OH adecuados para ser utilizados en el esquema
sintético mostrado por el Esquema 2 incluyen, pero no se limitan a: 2-aminoetanol, 3-amino propan-1-ol, 4-amino butan-
1-ol, 5-amino pentan-1-ol, 6-amino hexan-1-ol, 2-(2-aminoetoxi)etanol, 2-[2-(2-aminoetoxi)etoxiletanol, 2-(3-
aminopropoxi)etanol. 3-(3-aminopropoxi)propan-1-ol, 4-(3-aminopropoxi)butan-1-ol.

[0069] Ejemplo de diaminas 11 de férmula general H2NL8-NR'R? que estan disponibles comercialmente incluyen, pero
no estan limitados a etiloendiamina; 1,3 diaminopropano; N -metiloetiloenodiamina; 1,4-diaminobutano; 3-(metiloamino)-

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2636484 T3

propilamina;  N,N'-dimetiloetiloendiamina;  N-etiloetiloenodiamina;  3-(dimetiloamino)-1-propilamina;  N-isopropilo-
etilenediamina; N-propiletiloenodiamina; hexametiloendiamina; 1,2-diaminociclohexino; 1,4-diaminociclohexano; y N-
hexiletiloenodiamina.

[0070] La persona experta apreciara que mediante la aplicacion de etapas b-e del procedimiento de sintesis descrito en
el Esquema 2 y si es necesario un paso de desproteccion apropiado para un acido carboxilico de féormula general
PG?2S-L2-COzH, HC = C- L2-CO2 H, CHz= CH-L2-CO2 H, N3-L2-CO2H o PG® = CL2 -COzH, en la que PG? es un grupo
protector de sulfhidrilo (por ejemplo bencilo) y PG? es un grupo aldehido de proteccion (por ejemplo, ditiano o acetal) se
accedera a andlogos de 7a, 7b, 7c, 7d y 7e.

R' R2 OH
L2 H \N:' o.l o
~ 7~ N
w$ YT MR
0 (0]
7a

0 (0]
7b
R" R2  OH
> BN ol o
SANANT T
o) 0]
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L2 R /NJr O\ /O_
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0 0]
7d
R' R?  OH
> BN olo
T M
H O 0
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[0071] Ejemplo de acidos carboxilicos adecuados para ser utilizados como material de partida para la obtencién de
analogos de 7a-7e incluyen, pero no se limitan a: 6-acido tiohexanoico, 6-acido azidohexanoico, 5-acido tiopentanoicoo,
5-acido azidopentanoico, 4-acido tiobutanoico, 4-acido azidobutanoico, 3-acido tiopropanoico, 3-acido azidopropanoico,
acido tioacético, 3-acido butinoico, 4-acido pentinoico.

[0072] A.3 Alternativamente, las diaminas de férmula general R®HN-L*-NR'R? (20) pueden ser utilizadas con éxito para
acceder a compuestos de férmula general |, en donde X representa -NHR3, R® se selecciona de: -H, -CHs, -C2Hs, -CsH7
y -L- representa -L3- (véase Esquema 3). Diaminas 20 pueden estar disponibles comercialmente (por ejemplo N,N-
dimetilo-1,3-propanodiamina) o se pueden obtener facilmente, por ejemplo, partiendo de los derivados halogenados
correspondientes por medio de dos pasos sintéticos, incluyendo la conversion de los derivados halogenados de los
derivados de azido y reduccion de los derivados de azido a las aminas primarias correspondientes.

[0073] A partir de diaminas 20 de la formula general de la formula general R®HN-L*-NR'R?, se puede acceder a los
compuestos de formula general 24 en cuatro pasos, incluyendo la proteccion de la amina primaria y secundaria con el
grupo protector PG! en el que PG tiene el significado definido en el parrafo A.1, la cuaternizacion de la amina terciaria,
por tratamiento con un derivado de 2-hidroxietilo o 3-hidroxipropilo apropiado, seguido por la fosforiloacién y la
desproteccion de la amina primaria o secundaria.
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Esquema 3: Sintesis de compuestos de férmula general 24: a. proteccion de grupo amino; b.
cuaternizacion; c. fosforilacion; d. desproteccion.

B. Preparacion del material de separacion de férmula general (1)

[0074] El material de separacién de formula general (Il) se puede preparar por acoplamiento de los compuestos de
férmula general (1) con un soporte soélido funcionalizado con un resto -L*-FG, en la que FG es un grupo funcional que es
adecuado para reaccionar con los grupos funcionales X. Ejemplos de grupos FG incluyen -CHO, -C = CH, -N3, -CH =
CHa, -NHz, -SH, epodxido, tresilo. Esquema 4 resume diferentes metodologias de acoplamiento que pueden emplearse
para acceder a los materiales de separacion de férmula general (I1). Preferiblemente, los compuestos de formula general
(), en donde X se selecciona entre -SH, -OH y -NHR? estan acoplados a un soporte sélido A por la apertura del anillo
epoxido (véase el Esquema 5 a, b) .

[0075] En una realizacién de la invencion, el acoplamiento de compuestos de férmula general (1), en la que X = -C = CH,
-N3, 0 -CH = CH2Yy el soporte sélido se lleva a cabo con la formacion de una resto triazol (véase Esquema 5 c, d, €) . La
formacion de triazoles a partir de una azida y un alquino, también conocido como la cicloadicion de azida alquino
Huisgen, se lleva a cabo como una 1,3-cicloadicion. Una variante notable de la cicloadicion Huisgen 1,3-dipolar es la de
variante catalizada por cobre (1), en la que azidas organicas y alquinos terminales se unen para proporcionar 1,4-
regioisdmeros de 1, 2, 3-triazoles como productos Unicos. Esta reaccion se denomina cicloadicion de azida-alquino
catalizada por cobre (I) (CUAAC). La reaccién se puede realizar usando fuentes comerciales de cobre (1) tales como
bromuro cuproso o yoduro. Sin embargo, la reaccion funciona mucho mejor usando una mezcla de cobre (por ejemplo
sulfato de cobre (I1))(11) y un agente reductor (por ejemplo, ascorbato de sodio) para producir in situ Cu (I). Al ser Cu (I)
inestable en disolventes acuosos, los ligandos estabilizadores son eficaces para mejorar el resultado de reaccion,
especialmente si se utiliza tris-(benciltriazoliimetilo)amina (TBTA). La reaccién se puede ejecutar en una variedad de
disolventes y mezclas de agua y una variedad de disolventes organicos (parcialmente) miscibles incluyendo alcoholes,
DMSO, DMF, t-BuOH, dioxano, acetona y mezclas de los mismos. Ademas, la reacciéon puede ser catalizada por
rutenio. La cicloadicion de azida-alquino 1,3-dipolar catalizada por rutenio (RUAAC) da 1,5-triazoles. Por lo tanto, usando
materiales de separacion de cicloadicion de azida-alquino de férmula general (I1), en donde Y se selecciona de:

. _N . HO_ .- HO. ..
N AN N /N
N NTTN \L \L
l%/ QN N’N\\N B\N

se pueden obtener facilmente.
[0076] De la misma manera, los materiales de separacion de formula general (Il), en donde Y se selecciona de:

. _ HO_ .-
: N HO -
NN N \L
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pueden obtenerse a partir de azidas y alquenos.

[0077] Materiales de separacion de formula general (Il), en donde Y se selecciona de -CH2-NH-, y -NH-CH:- se pueden
preparar por aminacion reductora usando, por ejemplo NaBH4 como reductor, partiendo de compuestos de formula
general (1), en donde X es -NHz o -CH(O) y soportes sélidos funcionalizados A con un resto -L*-FG, en el que el grupo
funcional FG representa -CH(O)- y NHz, respectivamente (véase el Esquema 4 f, g) .

[0078] Los compuestos de férmula general (1), en la que X = -CH = CH:2 puede ser inmovilizada al soporte sélido a
través de metatesis o reaccion de Wittig para proporcionar materiales de separacién de formula general (1), en donde Y
se selecciona de:

[0079] Los compuestos de férmula general (I), en la que X = -CH = CHz 0 -SH pueden inmovilizarse al soporte solido a
través de la quimica de tiol-eno para proporcionar materiales de separacién de formula general (Il), en donde Y
representa -S CHz2-CHz- 0 -CH2-CH2-S-.
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Esquema 5. Metodologias de acoplamiento de los compuestos de formula general (I) a un soporte soélido.
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[0080] Los siguientes ejemplos se incluyen para demostrar realizaciones preferidas de la invenciéon. Se debe apreciar
por los expertos en la técnica que las técnicas descritas en los siguientes ejemplos representan técnicas descubiertas
por el inventor para funcionar bien en la practica de la invencion, y por lo tanto pueden considerarse que constituyen
modos preferidos para su practica. Sin embargo, los expertos en la técnica deberian, a la luz de la presente descripcion,
apreciar que pueden hacerse muchos cambios en las realizaciones especificas que se describen y todavia obtener un
resultado parecido o similar sin apartarse del espiritu y alcance de la invencion.

[0081] Otras modificaciones y realizaciones alternativas de diversos aspectos de la invencion seran evidentes para los
expertos en la técnica a la vista de esta descripcion. En consecuencia, esta descripcion ha de interpretarse s6lo como
ilustrativa y es para el propdsito de ensefar a los expertos en la técnica la manera general de realizar la invencion. Es
de entenderse que las formas de la invencién mostradas y descritas en el presente documento deben ser tomadas
como ejemplos de formas de realizacién. Elementos y materiales se pueden sustituir por los que se ilustran y describen
en este documento, las partes y procesos se pueden invertir, y ciertas caracteristicas de la invencion se pueden utilizar
de forma independiente, todo ello como seria evidente para un experto en la técnica después de tener el beneficio de
esta descripcion de la invencion. Se pueden hacer cambios en los elementos descritos en el presente documento sin
apartarse del espiritu y alcance de la invencion como se describe en las siguientes reivindicaciones.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: Sintesis de bencilo N-[3-(dimetiloamino)pr  opilo]Jcarbamato (1*).

[0082]

0

[0083] Se afiadio a una solucion agitada de N-(benciloxicarboniloxi)succinimida (68,8 g, 0,276 mol) en cloroformo (300
ml) en atmosfera de argén y a 0°C se afiadié gota a gota N',N’-dimetilopropano-1,3 diamina (24,52 g, 0,24 mol) disuelto
en cloroformo (150 ml) manteniendo la temperatura de la mezcla de reaccién a 0°C. La mezcla de reaccién se agité a
0°C durante 2 h, después se diluyd con cloroformo (400 ml) y se lavé con carbonato de hidrégeno sodio acuoso
saturado (3 x 200 ml) y cloruro de sodio saturado (2 x 200 ml). La fase organica se secé sobre sulfato de magnesio
anhidro, se filtr6 y se concentré en vacio para dar 56 g (98,7%) de aceite viscoso como el producto deseado 1%, que se
us6 como tal para la siguiente reaccion. MS m/z 236,31 (M+H)* (236,15 calculado).

Ejemplo 2: Sintesis de 3-(benciloxicarbonilamino)prop ilo-(2-hidroxietilo)-dimetilo-bromuro de amonio (2* ).

[0084]

" 1, _
@\/O\H/”\/\/T\/\OH Br

0

[0085] A una solucion de aproximadamente 1 M de bencilo N-[3-(dimetiloamino)propilo]carbamato de bencilo (1*, 56 g,
0,237 mol, ejemplo 1) en acetonitrilo, se afiadié 2-bromoetanol (32,58 g, 0,261 mol) y la mezcla de reaccion se incub6 a
temperatura ambiente hasta que todo el carbamato de bencilo N-[3-(dimetiloamino)propilo] consumido (monitorizado por
LC/MS y TLC). A la solucion resultante de 3-(benciloxicarbonilamino)propilo-(2-hidroxietilo)-dimetilo-amonio bromuro de
cinc se afiadieron volumenes de metilo terc-Butilo éter. Las soluciones de la mezcla se agitaron hasta que se observé
separacion de fases. La fase organica superior se separ6 a partir de 3-(benciloxicarbonilamino)propilo-(2-hidroxietilo)-
dimetilo-bromuro de amonio por decantacién y la precipitacién se repiti6 de nuevo tres veces mas. Finalmente, se
obtuvo el compuesto diana después de bombear hacia fuera el disolvente traza en vacio como un aceite viscoso (76,7
g, 89,6% como sal de bromuro). El producto diana 2* era homogéneo por LC/MS y TLC, y se utilizé en el paso de
fosforiloacion sin purificacion adicional. MS m/z 281,33 M* (281,19 calculado).

Ejemplo 3: Sintesis de 6-(benciloxicarbonilamino)acid o hexanoico (3* ).

[0086]
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[0087] A una suspension agitada de 6-acido aminocaproico finamente pulverizado (32,79 g, 0,25 mol) en diclorometano
(500 ml), se afiadi6 trietiloamina (63,24 g, 0,625 mol). Después, se afiadié trimetiloclorosilano (54,32 g, 0,5 mol) gota a
gota con agitacion vigorosa y la mezcla resultante se calent6 a reflujo durante 2 h. La mezcla de reaccién se enfrié en
un bafio de hielo y se afiadié cloroformiato de bencilo (95%, 53,31 g, 0,313 mol). La mezcla resultante se agité en hielo
durante 60 min y a temperatura ambiente durante 4 h. Después de eliminar el disolvente, el residuo se distribuyé entre
1000 ml de 4% (v/p) de carbonato de hidrégeno de sodio y 500 ml de metilo terc-butilo éter. La capa acuosa se separo,
se acidific6 a pH 2,0 con acido clorhidrico 2N y se extrajo tres veces con acetato de etilo. Las capas organicas
combinadas se secaron sobre sulfato de magnesio anhidro, se filtré y se concentr6 para dar aceite transparente (62,4 g,
94,1%) que corresponde a diana de acido carboxilico 3« que era homogéneo por LC/MS y TLC, y se utilizé en el
siguiente paso sin purificacién adicional. MS m/z 265,33 (M+1)* (265,13 calculado).

Ejemplo 4: Sintesis de bencilo N-[6-[3-(dimetiloamino  )propilamino]-6-oxohexilo]Jcarbamato de (4*).

[0088]

@ H
PR NN
0 N/\/\/Y ~
@/\ N T

[0089] A una solucion de 6-(benciloxicarbonilamino)acido hexanoico (3*, 66,3 g, 0,25 mol, ejemplo 3) en diclorometano
seco (500 ml), se afadié una cantidad catalitica de dimetiloformamida (1,25 ml) y la mezcla de reaccién se enfrié a 0°C
en bafio de hielo/sal. Se afiadié una solucion de cloruro de oxalilo (38,08 g, 0,3 mol) en diclorometano (150 ml)
lentamente manteniendo la temperatura de la mezcla de reacciéon a 0°C. La mezcla de reaccion se agité durante 2h a
temperatura ambiente. Los volatiles se evaporaron bajo vacio y el residuo se disolvié en diclorometano seco (500 ml).
La solucion resultante se enfrid6 a 0°C en bafio de hielo/sal y una mezcla de N,N-dimetilo-1,3-propanodiamina (25,55 g,
0,25 mol) y trietiloamina (55,65 g, 0,55 mol) se afiadié gota a gota con agitacion y enfriamiento durante 2 h. La mezcla
de reaccién se agité durante 6 h y el progreso de la reaccion se controlé por TLC y LC-MS. El precipitado se filtr6, se
lavé con un pequefio volumen de diclorometano. A continuacién, la solucion de diclorometano se lavé con
hidrogenocarbonato de sodio saturado, cloruro de sodio saturado, se secd sobre sulfato de magnesio anhidro y se
concentré para dar bencilo N-[6-[3-(dimetiloamino)propilamino]-6-oxo-hexillcarbamato (4*, 76,4 g, 87,4%) como un
aceite de color amarillento claro. El material en bruto era puro por LC/MS y TLC, y se us0 en el siguiente paso sin
purificacion adicional. MS m/z 249,13 (M+1)* (349,24 calculado).

Ejemplo 5: Sintesis de 3-[6-(benciloxicarbonilamino)h exanoiloamino]propilo-(2-hidroxietilo)-dimetilo-bro muro de
amonio (5%).

[0090]

0
H . .
©/\0)LH/\/\/\II/NWT\/\OH Br
0

[0091] A aproximadamente 1 M de solucién de bencilo N-[6-[3-(dimetiloamino)propilamino]-6-oxo-hexiljcarbamato (4*,
56 g, 0,16 mol, Ejemplo 4) en acetonitrilo, 2- se afiadid6 bromoetanol (22,03 g, 0,176 mol) y la mezcla de reaccién se
agitd a temperatura ambiente hasta que todo el bencilo N-[6-[3-(dimetiloamino)propilamino]-6-oxo-hexiljcarbamato se
consumio (monitorizado por LC/MS y TLC). A la solucién resultante de 3-[6-
(benciloxicarbonilamino)hexanoiloamino]propilo-(2-hidroxietilo)-dimetilo-amonio bromuro, se afiadieron cinco volimenes
de metilo terc-Butilo éter. Las soluciones de la mezcla se agitaron hasta que se observd separacion de fases. La fase
organica superior se separ6 a partir de 3-[6-(benciloxicarbonilamino)hexanoiloamino]propilo-(2-hidroxietilo) bromuro de
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dimetilo-amonio por decantacién y el precipitation se repiti6 de nuevo tres veces mas. Finalmente, se obtuvo el
compuesto diana después de bombear hacia fuera el disolvente traza en vacio como un aceite viscoso (5* 66,3 g,
87,2% como sal de bromuro). El producto era homogéneo mediante LC/MS y TLC, y se utiliz6 en el paso de
fosforiloacién sin purificacién adicional. MS m/z 394,1 M* (394,27 calculado).

Ejemplo 6: Sintesis de bencilo N-[2-(2-hidroxietoxi)e tilo]Jcarbamato (6%).

[0092]

0

OJLH/\/O\/\OH

[0093] 2-(2-aminoetoxi)etanol (25,23 g, 0,240 mol) se disolvié en 530 ml de 10% de trietiloamina en MeOH (48 ml, 0,345
mol de trietiloamina, 480 ml de metanol) y se enfrié a 0°C. Se afiadi6é cloroformiato de bencilo (grado técnico, 95%, 34,4
ml, 0,229 mol) de una vez, y la reaccion se dejo calentar a temperatura ambiente. Después de 12 h, el disolvente se
elimind por evaporacion, y el producto se purificé usando cromatografia en columna de silice (acetato de etilo/hexano),
resultando en un aceite incoloro (6*, 52 g, 0,163 mol, 95% basado en cloroformato de bencilo). El material bruto se
analiticamente puro como se analizé por LC/MS y TLC, y se us6 en la siguiente paso sin purificacion adicional. MS m/z
239,17 (M+1)* (239,12 calculado).

Ejemplo 7: Sintesis de bencilo N-[6-[2-(2-hidroxietox  i)etiloamino]-6-oxo-hexillcarbamato (7*).

[0094]

0

H
©/\O)LN/\/\/YN\/\O/\/OH
H
0

[0095] Una solucion de fosfito de trimetilo (12,5 g, 0,101 mol) en diclorometano (290 ml) se enfrié en bafio de hielo/sal.
Después, se afiadié yodo en polvo (25,6 g, 0,101 mol) en porciones mientras que se mantenia la temperatura de la
mezcla de reaccién a 0°C. Después de que el yodo sdlido se disolvi6 completamente, 6-(benciloxicarbonilamino)acido
hexanoico (3*, 25,5 g, 0,096 mol, ejemplo 3) y trietiloamina (23,3 g, 0,23 mol) se afiadieron en orden secuencial, y la
solucidn resultante se agité durante 20 min en el bafio de enfriamiento a 0°C. Se afiadi6é 2-(2-aminoetoxi)etanol (10,6 g,
0,101 mol) disuelto en diclorometano (50 ml) y la mezcla de reaccion se agité a 0°C durante 30 min. Después de retirar
el bafio de enfriamiento, la mezcla de reaccidon se agité durante la noche a temperatura ambiente. El progreso de la
reaccion se controld por TLC y LC/MS. Después, la mezcla de reaccion se lavé secuencialmente con 10% (v/p) de
hidrégeno sulfato de sodio, cloruro de sodio saturado, hidrégeno carbonato de sodio saturado y se seco sobre sulfato de
magnesio anhidro. El disolvente se elimind por evaporacion, y el producto se purificé usando cromatografia en columna
de silice (acetato de etilo/hexano), resultando en un aceite incoloro (34,7 g, 0,091 mol, 95,1% basado en 6-
(benciloxicarbonilamino)acido hexanoico). El producto en bruto de material 7* era puro por LC/MS 'y TLC, y se usé en el
siguiente paso sin purificacién adicional. MS m/z 352,42 (M+H)* (352,20 calculado).

Ejemplo 8: Sintesis de 2-[2-[6-(benciloxicarbonilamin  o)hexanoiloamino]etoxi]etilo metanosulfonato (8*).

[0096]

0

H 0
H L1
6]

0

[0097] Una solucion de bencilo N-[6-[2-(2-hidroxietoxi)etiloamino]-6-oxo-hexillcarbamato (7*, 17,25 g, 0,049 mol,
ejemplo 7) en cloruro de metiloeno (115 ml) en atmdésfera de argén se enfrid en un bafio de hielo-sal a -5°C. Se afadi6
trietiloamina (8,2 ml, 0,059 mol) y la solucién resultante se agité a -5°C durante 10 min. Se afadié cloruro de
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metanosulfonilo (4,5 ml, 0,059 mol) gota a gota mientras que se mantiene la temperatura de la mezcla de reaccion entre
0°C y -5°C. Después de terminarse la adicion, la reaccion se calenté a temperatura ambiente. Después de 4 h, la
mezcla de reaccién se lavé con agua, cloruro de sodio saturado, y de nuevo con agua. La fase organica se seco sobre
sulfato de sodio anhidro, se filtr6 y se concentré en vacio. El producto en bruto de material 8* era puro por LC/MS y TLC,
y se uso0 en el siguiente paso sin purificacion adicional. MS m/z 430,52 (M+H)* (430,18 calculado).

Ejemplo 9: Sintesis de 2-[2-[6-(benciloxicarbonilamin o)hexanoiloamino]etoxi]etilo-(2-hidroxietilo)-dimet ilo-
amonio sal de acido metanosulfénico (9%).

[0098]

0
|

+ n

H
@/\()JLH/\/\/YN\/\O/\/T\/\OH /ﬁ‘o_
0 0

[0099] A una soluciéon 1 M de 2-[2-[6-(benciloxicarbonilamino)hexanoiloamino]etoxi]etilo metanosulfonato (8%, 18,6 g,
0,043 mol, ejemplo 8) en acetonitrilo, 2-(dimetiloamino)etanol (4,24 g, 0,048 mol) se afiadié6 durante 20-30 minutos.
Después que se completd la adicién, la solucién resultante se sometié a reflujo con agitacion continua hasta que se
consumiod todo el mesilato de alquilo. El progreso de la reaccion se control6 por LC/MS y TLC. Después de 12 h, la
mezcla de reaccién se enfrié y se evaporo el acetonitrilo en vacio. La mezcla resultante se disolvié en 200 ml de metilo
caliente terc-butilo éter. La solucion se dejo enfriar lentamente a temperatura ambiente y luego se dejo reposar 12 h a 0-
5°C hasta que se completd la cristalizacion. Aproximadamente 19,7 g (87,7% como sal de acido metanosulfénico) de un
sélido blanco que corresponde al objetivo alcohol 9* se recuperd. El material en bruto era puro por LC/MS y TLC, y se
uso en el siguiente paso sin purificacion adicional. MS m/z 424,55 M* (424,28 calculado).

Ejemplo 10: Sintesis de 6-(1,3-dioxoisoindolin-2-ilo)  &acido hexanoico (10 *).

[0100]

0

OH
N/\w
o]
0

[0101] Una mezcla agitada de 6-acido aminocaproico (65,6 g, 0,5 mol), anhidrido ftalico (74,1 g, 0,5 mol), y acido
acético (115 ml) se calentd a reflujo durante 9 h. El producto que se cristalizé en el enfriamiento se aisl6 por filtracion, se
lavé varias veces con agua, y se secO en vacio a 100°C para obtener 124,2 g (95,1%) de 6-(1,3-dioxoisoindolina-2-
ilo)acido hexanoico 10* que era homogéneo por LC/MS y TLC, y se utilizo en la siguiente paso sin purificacion adicional.
MS m/z 261,24 (M+H)* (261,10 calculado).

Ejemplo 11:Sintesis de 2-[2-(2-hidroxietoxi)etiloliso  indolina-1,3-diona (11%).

[0102]
N/\/ 0\/\ OH

[0103] Un matraz de fondo redondo de 1 L de tres bocas equipado con un agitador mecanico, una entrada-salida de
nitrégeno, y una trampa Dean-Stark coronada por un condensador de reflujo, se cargd una solucién de anhidrido ftalico
(88,87 g, 0,6 mol) y 2-(2-aminoetoxi)etanol (63,08 g, 0,6 mol) en tolueno (540 ml). La mezcla de reaccion se someti6 a
reflujo hasta que se recogié 1 equiv de agua en la trampa Dean-Stark (aproximadamente 24 h). Después de 24 h se
elimino el tolueno a vacio y el residuo se disolvié en acetato de etilo (550 ml) y se lavé secuencialmente con 10% (v/p)
de hidrégeno sulfato de sodio, cloruro de sodio saturado, hidrégeno carbonato de sodio saturado y se secé sobre sulfato
de magnesio anhidro. El disolvente se elimindé a vacio y el residuo se cristaliz6 en metilo terc-butilo éter.
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Aproximadamente 130 g (92,1%) de un sélido blanco que corresponde al objetivo alcohol 11* se recuperé. El material
en bruto era puro por LC/MS y TLC, y se us6 en el siguiente paso sin purificacion adicional. MS m/z 235,27 (M+H)*
(235,08 calculado).

Ejemplo 12: Sintesis de 2-[2-(1,3-dioxoisoindolina-2-  ilo)etoxi]etilo metanosulfonato (12*).

[0104] Este ejemplo ilustra un método para la preparacion de éster de metanosulfonato de N-protegido 2-(2-
aminoetoxi)etanol.

0 0

N/\/O\/\o'.s.\
0

0

[0105] Una solucion de 2-[2-(2-hidroxietoxi)etilo]isoindolina-1,3-diona (11*, 47,05 g, 0,2 mol, ejemplo 11) en cloruro de
metiloeno (300 ml) en atmdsfera de argdn se enfrid en un bafio de hielo-sal a -5°C. Se afiadi6 trietiloamina (33,4 ml,
0,24 mol) y la solucién resultante se agité a -5°C durante 10 min. Cloruro de metanosulfonilo (18,6 ml, 0,24 mol) se
afiadi6 gota a gota mientras que se mantiene la temperatura de la mezcla de reaccién entre 0°C y -5°C. Después de
terminarse la adicién, la reaccién se calent6 a temperatura ambiente. Después de 4 h, la mezcla de reaccion se lavo con
agua, cloruro de sodio saturado, y de nuevo con agua. La fase organica se secé sobre sulfato de sodio anhidro, se filtrd
y se concentré en vacio. El material en bruto era puro por LC/MS y TLC, y se us0 en el siguiente paso sin purificacién
adicional. MS m/z 313,17 (M+H)* (313,06 calculado).

Ejemplo 13: Sintesis de 2-[2-(1,3-dioxoisoindolina-2- ilo)etoxi]etilo-(2-hidroxietilo)-dimetilo-amonio sa | de &cido
metanosulfonico (13%):

[0106]

0
l, g
N\/\O/\/T\/\OH /|S|‘0_
0
0

[0107] A una solucién aproximadamente 1 M de 2-[2-(1,3-dioxoisoindolin-2-ilo)etoxi]etilo metanosulfonato (12*, 32,53 g,
0,104 mol, ejemplo 12) en acetonitrilo 2-(dimetiloamino)etanol (10,18 g, 0,114 mol) se afadié durante 20-30 minutos.
Después que se completd la adicién, la solucién resultante se sometié a reflujo con agitacion continua hasta que se
consumiod todo el mesilato de alquilo. El progreso de la reaccion se control6 por LC/MS y TLC. Después de 12 h, la
mezcla de reaccion se enfrid y el acetonitrilo se evaporé en vacio. La mezcla resultante se disolvi6 en 150 ml de
acetonitrilo caliente y a la solucion resultante se afiadié posteriormente 200 ml de metilo caliente terc-butilo éter. La
solucién se dej6 enfriar lentamente a temperatura ambiente y después se dejé reposar durante la noche a 0-5°C hasta
gue se completo la cristalizacion. Se recuperd aproximadamente 50,7 g (92,6% como sal de acido metanosulfonico) de
un sélido blanco. El material en bruto correspondiente en el compuesto diana 13* era puro por LC/MS y TLC, y se us6
en el siguiente paso sin purificacion adicional. MS m/z 307,07 M* (307,17 calculado).

Ejemplo 14: Sintesis de 2-[2-(1,3-dioxoisoindolin-2-i  lo)etoxi]etilo-(3-hidroxipropilo)-dimetilo-amonio s al de acido
metanosulfonico (14 *).

[0108]

0
l. o
N N OH Se -
\/\O’VI\/\/ /3 0
0
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[0109] A una soluciéon de aproximadamente 1 M de 2-[2-(1,3-dioxoisoindolin-2-ilo)etoxi]etilo metanosulfonato (12*, 30,41
g, 0,097 mol, ejemplo 12) en acetonitrilo 3-(dimetiloamino) se afiadié propan-1-ol (11,01 g, 0,107 mol). La adicién de 3-
(dimetiloamino)propan-1-ol fue tomada en algin lugar entre 20-30 minutos. Cuando se afiadid todo, la solucién
resultante se sometid a reflujo con agitacion continua hasta que se consumié todo el mesilato de alquilo. El progreso de
la reaccion se control6 por LC/MS y TLC. Después de 12 h, la mezcla de reaccion se enfrié y el acetonitrilo se evapor6
en vacio. La mezcla resultante se disolvio en 120 ml de acetonitrilo caliente y a la solucién resultante se afadio
posteriormente 200 ml de metilo caliente terc-butilo éter. La solucién se dejo enfriar lentamente a temperatura ambiente
y después se dejé reposar durante la noche a 0-5°C hasta que se completd la cristalizacién. Se recuperaron
aproximadamente 46,1 g (88,1%) de un solido blanco. El material en bruto correspondiente a compuesto diana 14 * era
puro por LC/MS y TLC, y se us6 en el siguiente paso sin purificacion adicional. MS m/z 321,11 M* (321,18 calculado).

Ejemplo 15: Epoxi-activacion de Sepharose 6B.

[0110]

[P :NC"\{ o

Sefarosa—oH Sefarns.a/cwc Nof\x{!
Q

[0111] Sepharose 6B (GE Healthcare Life Sciences) se lavd sobre un vidrio de filtro de embudo con 3 x 1000 ml
porciones de agua y secado por succién. Entonces cien gramos de secado por succién Sefarosa 6B se mezclé con 100
ml de 1,4-butanodiol diglicidilo éter (CAS N°2425-79-8) y 100 ml de solucion de hidroxido de sodio 0,6 M que contienen
2 mg de borohidruro de sodio por mililitro. La suspension se mezcld por rotacion durante 8 h a temperatura ambiente y
se detuvo la reaccion mediante lavado del gel sobre un vidrio de filtro de embudo con 10 x 400 ml porciones de agua
caliente (40-60°C) agua. El contenido de oxirano del gel fue de 67 umol/g de gel secado por succion.

Ejemplo 16: Ensayo para determinar el nimero de grupo s epoxi.

[0112]

OH

Sefarosa” u\)\/omo"\q

HS-CH:-COOH

OH

0 0.
Sefarosa” \-/I\-' No""{"‘s""cw
OH

[0113] Sefarosa 6B activada por epoxi se hace reaccionar con acido mercaptoacético y el nUmero de grupos acidos
introducidos se determina por valoracion de acuerdo con un método descrito en Scoble, JA y Scopes, RK Journal of
Chromatography A, 1996,752, 67.

Ejemplo 17: Sintesis de Sefarosa 6B funcionalizadaco n azida

[0114]

OH OH
Nai
O o o o
Sefarosa” W{}ﬁ‘ﬁ; =  Sefargsa” T T g TN,

OH

[0115] Diez gramos de Sefarosa 6B activada por epoxi secada por succién (ejemplo 15) se afiadié en una solucién de
50 ml 1 M de azida de sodio en agua. La mezcla se incub6 en un laboratorio de rotacién del mezclador 24 h a
temperatura ambiente. El gel se lavé con 4 x 100 ml de agua y se mantiene en 20% (v/v) de etanol hasta su uso
posterior.

Ejemplo 18: Ensayo para determinar el nimero de azido  -grupos.

[0116]
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OH oH
DTT
[ ]
SﬂrﬂrDSE;OWGNOMHE - Safarnsaaowumcimmh
OH OH
oH ON-_zr -NO; oM, NO,
TNBS 0 O .
- Sefargsa” ~ S N N T T e
OH 7 NO; - HO-
TNBS enlazado TNBS libre

[0117] Grupos de azido de Sefarosa 6B de azido se redujeron cuantitativamente a grupos amino mediante la reaccion
con DTT (Handlon, AL y oppenheimer, NJ, Pharmaceutical Research 1988, 5, 297.) y los grupos de amino resultantes
se cuantificaron con TNBS de acuerdo con el procedimiento publicado (Antoni, G et al. Analytical Biochemistry 1983,
129, 60). El método se basa en la reaccién de la matriz con un exceso de 2,4,6-acido trinitrobencenosulfénico (TNBS) y
la posterior determinacion cuantitativa de TNBS sin reaccionar por reaccion con glicina.

Ejemplo 19: Determinacion de grupos de amino primari os libres por el método espectrofotométrico.

[0118] La cantidad de grupos amino primarios se cuantificé directamente usando una curva estandar generada después
de la reaccion de acido L-glutdmico con o-ftaldehido y N-acetilo-L-cisteina en la temperatura ambiente y pH 9,5 (Medina
Hernandez, MJ et al. microquimico Diario 1990, 42, 288). Derivados de N-acetilo-L-cisteina son altamente estables y
gue no requieren un estricto control del tiempo de reaccion a diferencia de 2-metcaptoetanol. La relacion entre la
absorbancia de UV a 335 nmy la concentracién de grupos amino se encontré que era lineal.

Ejemplo 20: Determinacion de grupos amino secundario s libres por método espectrofotométrico.

[0119] La cantidad de grupos amino secundarios era directamente cuantitativa estimada utilizando la reaccion de este
grupo de compuestos con nitroprusiato de sodio y acetaldehido (Lin, CML y Wagner, C Analytical Biochemistry 1974,
60, 278).

Ejemplo 21: Inmovilizacion de 2-[3-aminopropilo(dime tilo)amonio]etilo fosfato de hidrégeno en Sefarosa 6 B
activada por epoxi (material de separacion 1).

[0120]

H
sl [ 2

SemmsaHDA\(\DW“\)\/"WT%W&Q‘

OH

Fosforiloacion.

[0121] A una solucién de oxicloruro de fosforo (3,7 g) en acetonitrilo seco 0,2 M, se mantuvo entre 0°C y -10°C se
afadio trietiloamina (2,68 g). Después de la adicion de trietiloamina, una solucién de aproximadamente 0,2 M de 3-
(benciloxicarbonilamino)propilo-(2-hidroxietilo)-dimetilo-amonio bromuro (2*, 5,81 g, Ejemplo 2) se afiadié gota a gota
durante un intervalo de tiempo de 30 min, mientras que se mantiene la temperatura de la mezcla de reaccion entre 0°C
y -5°C. Después de que la adicién se termind, la suspension se incubé durante 24 h adicionales a temperatura
ambiente. El progreso de la reaccién se controlé por LC/MS y TLC. El precipitado de hidrocloruro de trietiloamina se
filtr6 y a la solucion resultante se afiadid agua (1,8 ml) con agitacién, manteniendo la temperatura a 0-5°C. La
eliminacion de la mezcla de agua-disolvente en vacio dio el producto fosforiloado, que era lo suficientemente puro para
la desproteccion y la inmovilizacién subsiguiente.

Proteccion de escision de grupo.

[0122] A una solucidn agitada de producto fosforiloado en agua (50 ml) se afiadié 10% de paladio sobre carbén activado
(10% en moles) a 25°C. La mezcla resultante se agitd6 durante 24 h a 25°C bajo Hz2 (1 atm) y luego se filtr6. El
catalizador se lavé con agua (2 x 10 ml) y la solucién transparente se concentr6 a presion reducida para dar 2-[3-
aminopropilo(dimetilo)amonio]etilo fosfato de hidrégeno de alta pureza después de la filtracion.

Inmovilizacién.
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[0123] Veinte gramos de Sefarosa 6B activada por epoxi secada por succién (ejemplo 15) se afiadieron a una solucion
de 2-[3-aminopropilo(dimetilo)amonio]etilo fosfato de hidrogeno (40 ml). El pH de la suspension resultante se ajusto a
11,0 con una solucién de 1 M de hidréxido de sodio. La mezcla se incubd en un laboratorio de rotacion del mezclador 24
h a temperatura ambiente. El gel se lavé con 4 x 100 ml de agua en autoclave y se mantiene en 20% (v/v) de etanol
hasta su uso posterior.

Ejemplo 22: Inmovilizacién de 2-[3-(6aminohexanoiloa  mino)propilo-dimetilo-amonio]etilo fosfato de hidré geno
en Sefarosa 6B activada por epoxi (material de separ  acién 2).

[0124]

ol

0 I, 8
. D, K. R
Sefarosa ”VLV‘NEAY’\::M\/‘T WT\.-'""-Q a"n
oM 0

Fosforiloacion.

[0125] A una solucidn de aproximadamente 0,2 M de oxicloruro de fosforo (3,7 g) en acetonitrilo seco, se mantuvo a
trietloamina entre 0°C y -10°C, se afiadid6 (2,68 g). Después de la adiciobn de trietloamina, una solucion
aproximadamente 0,2 M de acido 3-[6-(benciloxicarbonilamino)hexanoiloamino]propilo-(2-hidroxietilo) bromuro de
dimetilo-amonio (5%, 7,63 g, ejemplo 5) se afiadidé gota a gota sobre un intervalo de tiempo de 30 min mientras que se
mantiene la temperatura de la mezcla de reaccion entre 0°C y -5°C. Después de terminarse la adicién, la suspension se
incubd durante 24 h adicionales a temperatura ambiente. El progreso de la reaccién se controlé por LC/MS y TLC. El
precipitado de hidrocloruro de trietiloamina se filtré y la solucién resultante se afiadié agua (1,8 ml) con agitacion,
manteniendo la temperatura a 0-5°C. La eliminaciéon de mezcla de agua-disolvente en vacio dio el producto fosforiloado,
que era lo suficientemente puro para la desproteccion y la inmovilizacién subsiguiente.

Proteccion de la escision del grupo.

[0126] A una solucidn agitada de producto fosforiloado en agua (50 ml) se afiadié 10% de paladio sobre carbén activado
(10% en moles) a 25°C. La mezcla resultante se agitdé durante 24 h a 25°C bajo H2 (1 atm) y luego se filtr6. El
catalizador se lavé con agua (2 x 10 ml) y la solucién transparente se concentré a presion reducida para dar 2-[3-
aminopropilo(dimetilo)amonio]etilo fosfato de hidrégeno de alta pureza después de la filtracion.

Inmovilizacion.

[0127] Veinte gramos de Sefarosa 6B activada por epoxi secada por succién (ejemplo 15) se afiadieron a una solucion
de 2-[3-(6aminohexanoiloamino)propilo-dimetilo-amonio]etilo de fosfato de hidrégeno (40 ml). pH de la suspension
resultante se ajusté a 11,0 con una solucién de 1 M de hidroxido de sodio. La mezcla se incubé en un laboratorio de
rotacion del mezclador 24 h a temperatura ambiente. El gel se lavé con 4 x 100 ml de agua en autoclave y se mantiene
en 20% (v/v) de etanol hasta su uso posterior.

Ejemplo 23: Inmovilizacion de 2-[2-[2-(6-aminohexano  iloamino)etoxi]etilo-dimetilo-amonio]etilo de fosfa to de
hidrogeno (material de separacion 3) en Sefarosa 6B activada con epoxi.

[0128]

H
P I

GVJ\\J’G : M IE:
Sefarosa” W"u‘*\f‘*ﬁw SN i~o°
[+ 111 o

Fosforiloacion.

[0129] A una solucién de aproximadamente 0,2 M de oxicloruro de fosforo (3,7 g) en acetonitrilo seco, se mantuvo entre
0°C y -10°C, se afiadid trietiloamina, (2,68 g). Después de la adicion de trietiloamina, una solucién de aproximadamente
0,2 M de 2-[2-[6-(benciloxicarbonilamino)hexanoiloamino]etoxi]etilo-(2-hidroxietilo)-dimetilo-amonio sal de &acido
metanosulfénico (9*, 8,36 g, ejemplo 9) se afiadié gota a gota durante un intervalo de tiempo de 30 min mientras que se
mantiene la temperatura de la mezcla de reaccion entre 0°C y -5°C. Después de terminarse la adicion, la suspension se
incubd durante 24 h adicionales a temperatura ambiente. El progreso de la reaccion se controlé por LC/MS y TLC. El
precipitado de hidrocloruro de trietiloamina se filtré y la solucién resultante se afiadié agua (1,8 ml) con agitacion,
manteniendo la temperatura a 0-5°C. La eliminacion de la mezcla de agua-disolvente en vacio dio el producto
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fosforiloado, que era lo suficientemente puro para la desproteccion y la inmovilizacion subsiguiente.
Proteccion de la escision del grupo.

[0130] A una solucién agitada de producto fosforiloado en agua (50 ml) se afiadié 10% de paladio sobre carb6n activado
(10% en moles) a 25°C. La mezcla resultante se agitd6 durante 24 h a 25°C bajo Hz2 (1 atm) y luego se filtr6. El
catalizador se lavé con agua (2 x 10 ml) y la solucién transparente se concentr6 a presion reducida para dar 2-[3-
aminopropilo(dimetilo)amonio]etilo fosfato de hidrogeno de alta pureza después de la filtracién.

Inmovilizacién.

[0131] Se afiadieron veinte gramos de Sefarosa 6B activada por epoxi secada por succion (ejemplo 15) en una solucion
de 2-[2-[2-(6-aminohexanoiloamino)etoxi]etilo-dimetilo-amonio] fosfato de hidrégeno de etilo (40 ml). El pH de la
suspension resultante se ajusté a 11,0 con una solucién de 1 M de hidréxido de sodio. La mezcla se incubd en un
laboratorio de rotacién del mezclador 24 h a temperatura ambiente. El gel se lavo con 4 x 100 ml de agua en autoclave y
se mantiene en 20% (v/v) de etanol hasta su uso posterior.

Ejemplo 24: Inmovilizacion de 2-[2-(2-aminoetoxi)eti  lo-dimetilo-amonio] acetato de fosfato de hidrégeno en
Sefarosa 6B activada por epoxi (material de separaci  6n 4).

[0132]

EH 1] I 1
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Fosforiloacion.

[0133] A una solucién de aproximadamente 0,2 M de oxicloruro de fosforo (3,7 g) en acetonitrilo seco, se mantuvo entre
0°C y -10°C, se afiadio trietiloamina (2,68 g). Después de la adicion de trietiloamina, una soluciéon de aproximadamente
0,2 M de 2-[2-(1,3-dioxoisoindolina-2-ilo)etoxi]etilo-(2-hidroxietilo)-dimetilo-amonio sal de acido metanosulfénico (6,47 g,
ejemplo 13) se afiadié gota a gota durante un intervalo de tiempo de 30 min mientras que se mantiene la temperatura de
la mezcla de reaccion entre 0°C y -5°C. Después de terminarse la adicion, la suspensién se incubd durante 24 h
adicionales a temperatura ambiente. El progreso de la reaccién se controlé por LC/MS y TLC. El precipitado de
hidrocloruro de trietiloamina se filtr6 y la solucion resultante se afiadié agua (1,8 ml) con agitacion, manteniendo la
temperatura a 0-5°C. La eliminacion de mezcla de agua-disolvente en vacio dio el producto fosforiloado, que era lo
suficientemente puro para la desproteccion y la inmovilizacién subsiguiente.

Proteccion de la escision del grupo.

[0134] A una solucion agitada de producto fosforiloado anteriormente en agua (50 ml) se afiadié hidréxido de sodio 1 M
hasta que el pH de la solucién alcanz6 11,5. La mezcla resultante se agité durante 1h a 25°C y luego se afiadio acido
clorhidrico 6M hasta que el pH de la solucion alcanz6 2. La mezcla resultante se agit6 durante 12 h a 25°C y luego se
ajusto el pH de la mezcla de reaccion a 7.

Inmovilizacion.

[0135] Veinte gramos de Sefarosa 6B activada por epoxi secada por succion (ejemplo 15) se afiadié a una solucién de
2-[2-(2-aminoetoxi)etilo-dimetilo-amonio] de fosfato acido de etilo (40 ml). pH de la suspension resultante se ajustd a
11,0 con una solucién de 1 M de hidréxido de sodio. La mezcla se incubé en un laboratorio de rotacion del mezclador 24
h a temperatura ambiente. El gel se lavé con 4 x 100 ml de agua en autoclave y se mantiene en 20% (v/v) de etanol
hasta su uso posterior.

Ejemplo 25: Inmovilizacién de 3-[2-(2-aminoetoxi)eti  lo-dimetilo-amonio]propilo fosfato de hidrégeno en Sefarosa
6B activada por epoxi (material de separacion 5).

[0136]
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Fosforiloacion.

[0137] A una solucién de aproximadamente 0,2 M de oxicloruro de fésforo (3,7 g) en acetonitrilo seco, se mantuvo entre
0°C y -10°C, se afiadi¢ trietiloamina (2,68 g). Después de la adicion de trietiloamina, una solucion de aproximadamente
0,2 M de 2-[2-(1,3-dioxoisoindolina-2-ilo)etoxi]etilo-(3-hidroxipropilo) sal de acido metanosulfénico-dimetilo amonio (14 *,
6,7 g, ejemplo 14) se afiadié gota a gota durante un intervalo de tiempo de 30 min mientras que se mantiene la
temperatura de la mezcla de reaccién entre 0°C y -5°C. Después de terminarse la adicion, la suspensién se incubo
durante 24 h adicionales a temperatura ambiente. El progreso de la reaccién se controlé por LC/MS y TLC. El
precipitado de hidrocloruro de trietiloamina se filtré y la solucién resultante se afiadié agua (1,8 ml) con agitacion,
manteniendo la temperatura a 0-5°C. La eliminacion de la mezcla de agua-disolvente en vacio dio el producto
fosforiloado, que era lo suficientemente puro para la desproteccion y la inmovilizacion subsiguiente.

Proteccion de la escision del grupo.

[0138] A una solucion agitada de producto fosforiloado anteriormente en agua (50 ml) se afiadié 1 M de hidréxido de
sodio hasta que el pH de la solucion alcanzé 11,5. La mezcla resultante se agité durante 1h a 25°C y luego se afiadio
acido clorhidrico 6M hasta que el pH de la solucién alcanzé 2. La mezcla resultante se agité durante 12 h a 25°C y luego
el pH de la mezcla de reaccion se ajusté a 7.

Inmovilizacion.

[0139] Veinte gramos de Sefarosa 6B activada por epoxi secada por succion (ejemplo 15) se afiadioé a una solucién de
3-[2-(2-aminoetoxi)etilo-dimetilo-amonio]propilo fosfato de hidrégeno (40 ml). pH de la suspensidn resultante se ajusté a
11,0 con una solucion 1 M de hidréxido de sodio. La mezcla se incub6 en un laboratorio de rotacion del mezclador 24 h
a temperatura ambiente. El gel se lavé con 4 x 100 ml de agua en autoclave y se mantiene en 20% (v/v) de etanol hasta
Su uso posterior.

Ejemplo 26: Ejemplo comparativo

Inmovilizacion de (4-aminofenilo) 2-(trimetiloamoni o)etilo fosfato en Sefarosa 6B activada de epoxi (ma  terial de
separacion 6).

[0140]
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Inmovilizacion.

[0141] Veinte gramos de Sefarosa 6B activada por epoxi secada por succion (ejemplo 15) se afiadié en una solucion de
(4-aminofenilo) 2-(trimetiloamonio)etilo fosfato (4,41 g en 40 ml de agua). pH de la suspensién resultante se ajusté a
11,5 con una solucion de 1 M de hidréxido de sodio. La mezcla se incubé en un laboratorio de rotacion del mezclador 24
h a temperatura ambiente. El gel se lavd con 4 x 100 ml de agua en autoclave y se mantiene en 20% (v/v) de etanol
hasta su uso posterior.

Ejemplo 27: Determinacion de la afinidad de unién

[0142] La unién y tamp6n de lavado: 100 mM Tris, pH 8,0, cloruro de sodio 200 mM, cloruro de calcio 2 mM.
[0143] Tampodn de elucién: Tris 100 mM, pH 8,0, cloruro de sodio 200 mM, 2 mM EDTA.

[0144] Todas las operaciones cromatograficas se realizaron a temperatura ambiente.

[0145] 0,5 g de cada material de separacion se envasé en una pequefia columna y se equilibré con 12 volimenes de
lecho de resina (6 ml) de tampdn de unién. Se aplicaron 50 ml de suero humano o plasma (PCR> 0,1 mg/ml) en cada
columna a 1,2 ml/min-40. El material no unido se eliminé por lavado con 60 voliumenes de lecho de resina de tamp6n de
unién (30 ml) hasta que la lectura de OD2gso se acercO a una linea de base de cero. Las proteinas unidas a resina de
afinidad se eluyeron con tampén de elucién a una velocidad de 1,2 ml/min y se recogieron fracciones de 3,6 ml. Las
fracciones recogidas se almacenaron a 4°C hasta que se analizaron por SDS-PAGE. Una determinacién cuantitativa de
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la proteina humana C-reactiva (CRP) se realiz6 por ELISA.
[0146] Los resultados se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1.

Material de

saparacién Estructura de ligeando
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Reivindicaciones

1. Un compuesto de formula general (1)

donde

b se selecciona entre 2y 3;
R! y R? independientemente uno del otro se seleccionan entre: -CHs, -Cz2Hs, -C3H7, -CaHg, -CsH11y -CeH13, 0 Rt y R?
pueden formarse juntos con el atomo de nitrégeno al que estan conectados un heterociclo seleccionado de:

~. L St \\\ S/
N +
N @
O ]
’ ’ y

donde uno o mas atomos de hidrégeno pueden ser sustituido por (a) atomo de fldor;
X se selecciona de: -SH, -NHR3, -C = CH, -CH = CHz, -N3 y -CHO;

R3 se selecciona entre: -H, -CH3, -C2Hsy -CsHz;

-L- se selecciona entre: -L2-, -L3-L&-, -La-| b-| &- y -[ 3-LP-L 9-| ¢-L &, en donde

-L2 se selecciona entre: -(CH2)m-, -(CH2-CH2-O)m-CHa-,

-Lb- Y -L¢- independientemente uno del otro se seleccionan entre: -O-, -NH-C(0)-, -C(0)-NH-, -O-C(O)-NH- y -SO2 -;
-L¢- se selecciona entre: -(CH2)n-, -(CH2-CH2-O)n-CHz-,

’

-L®- se selecciona entre: -(CH2) p1-, -(CH2)p1-O-(CH2)p2-,
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m, n, p1 y p2 son independientemente uno de otro seleccionados de 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10;
y los enantibmeros, mezclas de enantiomeros, tautdbmeros, hidratos, solvatos, racematos, formas protonadas y
deprotanadas de los compuestos mencionados anteriormente.

2. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que B se seleccionade 2y 3;
R! y R? son independientemente el uno del otro, seleccionados de: -CHs y -C2Hs, 0 R' y R? pueden formar junto con el
atomo de nitrégeno al que estan conectados un heterociclo seleccionado de:

Ty
donde uno o mas atomo(s) de hidrégeno puede(n) sustituirse por (a) atomo(s) de fluor;

X se selecciona de: -SH, -NHR3, -C = CH, -CH = CHz2, -N3 y -CHO;

R3 se selecciona entre: -H, -CHz, -C2Hs y -C3Hy;

-L- se selecciona entre: -L2-, -La-L&-, - 2-| P-| &~y -L @ P-L9-L °-Le- en donde

-L2 se selecciona entre: -(CHz)m- Y -(CH2-CH2-O)m-CHz-;

-Lb- y -L°- independientemente uno del otro se seleccionan entre: -O-, -NH-C(O)-, -C(O)-NH-, -O-C(O)-NH- y -SO2-;
-L9- se selecciona de entre: -(CH2)n- y -(CH2-CH2-O)n-CHa-;

-L®- se selecciona entre: -(CH2)p1- y -(CH2)p1-O-(CH2)p2-;

y

m, n, pl y p2 son independientemente uno de otro seleccionados de 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10.

3. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que B se selecciona de 2 y 3; R! y R? independientemente uno
del otro se seleccionan entre: -CHs, -C2Hs, -CaHz, -CaHo, -CsH11y -CsH13, 0 R' y R? pueden formarse juntos con el atomo
de nitrégeno al que estan conectados un heterociclo seleccionado de:

y

donde uno o mas atomos de hidrégeno pueden ser sustituidos por (a) atomo(s) de fldor;

X se selecciona de: -SH, -NHR3, -C = CH, -CH = CHz, -N3 y -CHO;

R3 se selecciona entre: -H, -CH3, -C2Hsy -CaH7;

-L- se selecciona entre: -(CH2)m-, -(CH2)m-O-C(O)-NH-(CH2)p1-, -(CH2) 0-(CH2)p1-, -(CH2)m-C(O)-NH-(CH2)p1-, -
(CH2)m-NH-C(0)-(CHz2)p1-, -(CH2)m-C(O)-NH-(CH2)n-O-(CH2)p1-, -(CH2)m-O-C(O)-NH-(CH2)n-O-(CH2)p1-, -(CH2)m-C(O)-
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NH-(CH2)a-C(0O)-NH-(CH2)p1-O-(CH2)p2-, y-(CH2)m- 0 - C(O)-NH-(CH2)n-C(0)-NH-(CHz2)p1-O-(CH2)pz-;
y m, n, pl1 y p2 son independientemente uno de otro seleccionados de 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10.

4. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 seleccionado de:

2-[2-(2-aminoetoxi)etilo-dietilo-amonio] fosfato de hidrogeno de etilo;
2-[4-[2-(2-aminoetoxi)etilo]morfolina-4-io-4-ilo]etilo fosfato de hidrégeno;
2-[1-[2-(2-aminoetoxi)etilo]piperidina-1-io-1-ilo]etilo fosfato de hidrégeno;
2-[2-(2-aminoetoxi)etilo-dimetilo-amonio] fosfato de hidrégeno de etilo;

2-[3-aminopropilo(dimetilo)amonio]etilo fosfato de hidrégeno;

2-[dimetilo(4-sulfanilbutilo)amonio]etilo fosfato de hidrégeno;

2-[4-azidobutilo (dimetilo)amonio]etilo fosfato de hidrégeno;

2-[dimetilo(pent-4-inilo)amonio] acetato de fosfato de hidrogeno; 2-[3-(6-aminohexanoiloamino)propilo-dietilo-amonio]
fosfato de hidrégeno de etilo;

2-[1-[2-[2-(6-aminohexanoiloamino)etoxi]etilo]piperidina-1-io-1-ilo]etilo fosfato de hidrogeno;
2-[4-[2-[2-[3-(6-aminohexanoiloamino)propanoiloamino]etoxi]etilo]morfolina-4-io-4-ilojetilo fosfato de hidrégeno;
2-[1-[2-[2-[6-(6-aminohexanoiloamino)hexanoiloamino]etoxi]etilo]pirrolidina-1-io-1-ilo]etilo fosfato de hidrégeno;
2-[2-aliloxietilo (dimetilo)amonio]etilo fosfato de hidrégeno;

2-[2-aliloxietilo (dietilo)amonio]etilo fosfato de hidrogeno;

2-[4-(2-aliloxietilo)morfolina-4-io-4-ilo]etilo fosfato de hidrogeno;

2-[1-(2-aliloxietilo)piperidina-1-io-1-ilo]etilo fosfato de hidrégeno;
2-[2-[2-(6-aminohexanoiloamino)etoxi]etilo-dimetilo-amonio]etilo fosfato de hidrégeno;
2-[2-[2-[3-(6-aminohexanoiloamino)propanoiloamino]etoxi]etilo-dimetilo-amonio]etilo fosfato de hidrégeno;
2-[3-azidopropilo(dimetilo)amonio]etilo fosfato de hidrégeno;
2-[dimetilo-[2-[2-(prop-2-ynoxicarbonilamino)etoxi]etiloJamonio]etilo fosfato de hidrégeno;
2-[2-[2-(aliloxicarbonilamino)etoxi]etilo-dimetilo-amonio]etilo fosfato de hidrégeno;
2-[2-[2-[6-(aliloxicarbonilamino)hexanoiloamino]etoxi]etilo-dimetilo-amonio]etilo fosfato de hidrégeno;
2-[2-(6-aminohexanoiloamino)etilo-dimetilo-amonio]etilo fosfato de hidrogeno;
2-[dimetilo-[3-[6-(prop-2-inoxicarbonilamino)hexanoiloamino]propiloJamonio]etilo fosfato de hidrégeno;
2-[3-(6-aminohexanoiloamino)propilo-dimetilo-amonio]etilo fosfato de hidrégeno.

5. Un material de separacién de férmula general (II):

0
A—L*—Y—L I
\/N+\’@BO—P—O'
R Re 4y

(I

donde

b se selecciona entre 2y 3;
R! y R? independientemente uno del otro se seleccionan entre: -CHa, -C2Hs, -C3H7, -C4Hog, -CsH11y -CsHi13, 0 Ry R?
pueden formarse juntos con el &tomo de nitrdgeno al que estan conectados un heterociclo seleccionado de:

donde uno o mas atomo(s) de hidrégeno puede(n) ser sustituido(s) por (a) atomo de fltor;
Y se selecciona entre: -CH(OH)-CH2-N(R*)-, -CH(OH)-CH2-S-, -CH2-NH-, -NH-CH2-, -CH2-CH2-S-, -S-CH2-CH>-,
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. N
’ N — \\N . N
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’ ’ \ -

R* se selecciona de: -H, -CHs, -CzHs, -C3H7y -C(0O)-CHg; -L- se selecciona entre: -L3-, -L3-L8-, -L3-LP-L & y -3 P-L 9-

Le-L8, en el que
-L2 se selecciona entre: -(CH2)m-, -(CH2-CH2-O)m-CHa-,

-LP- y -L°- independientemente uno del otro se seleccionan entre: -O-, -NH-C(O)-, -C(O)-NH-, -O-C(0O)-NH- y -SO>-;

-L9- se selecciona entre: -(CH2)n-, -(CH2-CH2-0)n-CHz-,

-L®- se selecciona entre: -(CH2)p1-, -(CH2)p1-O-(CH2)p2-,
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‘

-L*- se selecciona de: L"-, -L"@-L"¢-y L2 - -L"- en el que -L"- se selecciona de: -(CH2)o-, -(CH2-CH2-0)o-C2Ha -,
-(CH2-CH2-0)0-CH2- y -CH2-CH(OH)-CH>-; -L"®- se selecciona entre: -(CH2)q-, -C2H4-(O- CH2-CH2)q-, ¥ -CH2-(O-CHa-
CHZ)q';

-L™®- se selecciona de: -O-(CH2)-O-, -S-(CH2)r-S-, -SO2 -, -S-, -O-, -NH-C(O)-, -C(0)-NH-y -S-S-; y

m, n, p1, p2, o, r, g independientemente uno de otro se seleccionande 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10;

A es un soporte soélido seleccionado del grupo que consiste en: polivinilpirrolidona (PVP), polisulfona (PS),
polietersulfona (PES), poliariletersulfona (PAES), poliacrilato, poli(metacrilato de metilo) (PMMA), poli(metacrilato de
glicidilo) (PGMA), poli(metacrilato de hidroxi), poliestireno (PS), politetrafluoroetiloeno (PTFE), poliacrilamida,
poliacroleina, acrilonitrilo butadieno estireno (ABS), poliacrilonitrilo (PAN), poliuretano (PU), eupergit®,
polietiloenglicol (PEG), hiperfluorocarbono, agarosa, alginato, carragenano, quitina, almidén, celulosa, nitrocelulosa,
Sefarose®, vidrio, silice, superficie de diatomeas, 6xido de circonio, alimina, 6xido de hierro y mezclas y/o derivados
de dichos soportes sdlidos; formas protonadas y desprotonadas de este material de separacién.

6. El material de separacién de acuerdo con la reivindicacion 5, caracterizado porque el soporte sélido A se selecciona
del grupo que consiste en polisulfona (PS), polietersulfona (PES), poliariletersulfona (PAES), mezclas y/o derivados de
los mismos.

7. Una columna que comprende el material de separacién de acuerdo con la reivindicacion 50 6.
8. Un dispositivo que comprende la columna de acuerdo con la reivindicacion 7.

9. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1- 4 o un material de separacion de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 5 y 6 para su uso en la eliminacién extracorporal de la PCR a partir de un fluido
bioldgico para la profilaxis y/o el tratamiento de disfunciones inmunes y enfermedades cardiovasculares.

10. El compuesto para uso o el material de separacion para uso de acuero con la reivindicacion 9, en el que el fluido
bioldgico se selecciona de: sangre, plasma sanguineo, liquido peritoneal y liquido linfatico.

11. El compuesto para uso o el material de separacién para su uso segun la reivindicacion 9, en el que las
enfermedades cardiovasculares se seleccionan del grupo que comprende miocardio, ictus, diabetes, enfermedad renal
en paso terminal, insuficiencia renal, insuficiencia renal debido a la hipertension, lesiones endoteliales, destruccion
endotelial, arteriosclerosis, trombosis, aterosclerosis, estenosis, restenosis, aterosclerosis o enfermedades trombéticas,
insuficiencia de flujo de sangre, eventos isquémicos, embolia pulmonar, angina de pecho estable e inestable,
enfermedades arteriales coronarias, infarto de miocardio, asi como los resultados patolégicos de enfermedades
arterioscleréticas o trombéticas.

12. El compuesto para uso o el material de separacion para su uso segun la reivindicacion 9, en el que las disfunciones
inmunes se seleccionan entre el grupo que comprende enfermedades inmunes, enfermedades autoinmunes, reacciones
de rechazo en transplantes, rechazo de alo-trasplante, rechazo de xeno-trasplante, rechazo de injerto contra huésped,
rechazo de huésped contra injerto, diabetes mellitus, reumatismo, artritis reumatoide, artritis psoridsica, espondilitis
anquilosante, esclerosis mdultiple, miastenia gravis, psoriasis vulgaris, enfermedad de Graves, sindrome de
Goodpasture, purpura de trombocitopenia idiopatica (ITP), anemia aplasica, enfermedad inflamatoria intestinal (Ell),
enfermedad de Crohn (también conocido como sindrome de Crohn),

colitis ulcerosa, cardiomiopatia dilatada (DCM), tiroiditis autoinmune, tiroiditis de Hashimoto, terapia de reemplazo
hormonal (TRH), osteoartritis y gota.
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