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DESCRIPCION

Agonistas y antagonistas de receptores de LPA y procedimientos de utilizacion.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a derivados del 4cido lisofosfatidico (“LPA”), que tienen actividad como agonistas
o antagonistas en los receptores del LPA y a diversas aplicaciones terapéuticas de los mismos incluyendo, entre otros
posibles, el tratamiento del cancer de préstata y el tratamiento del cancer de ovario.

Antecedentes de la invencion

Todas las células no transformadas necesitan factores de crecimiento para su supervivencia y proliferaciéon. Ademas
de los factores de crecimiento polipeptidicos, se ha descubierto una clase emergente de lipidos que tienen propiedades
similares a las de los factores de crecimiento conocida colectivamente por el nombre de factores de crecimiento fosfo-
lipidicos (PLGFs). Pese a que tienen propiedades farmacoldgicas similares en cuanto a que inducen la proliferacion de
la mayoria de las células inactivas (Jalink et al., 1994a; Tokumura, 1995; y Moolenaar et al., 1997), los PLGFs pueden
ser subdivididos, por su estructura, en dos amplias categorias. En la primera categoria se engloban los mediadores
glicerofosfolipidicos (GPMs), que presentan un esqueleto de glicerol. GPMs representativos son, entre otros posibles,
el LPA, el 4cido fosfatidico (PA), el acido fosfatidico ciclico (PA ciclico), el alquenil-glicerol-fosfato (alquenil-GP) y
la lisofosfatidilserina (LPS). En la segunda categoria se encuadran los mediadores esfingolipidicos (SPMs), que pre-
sentan un motivo de base esfingoide. SPMs representativos son, entre otros posibles, la esfingosina-1-fosfato (SPP), la
dihidroesfingosina- 1-fosfato, la esfingosilfosforilcolina (SPC) y la esfingosina (SPH).

En suero se han detectado el LPA (Tigyi et al., 1991; Tigyi y Miledi, 1992), el PA (Myher et al., 1989), el alquenil-
GP (Liliom et al., 1998), el PA ciclico (Kobayashi et al., 1999), la SPP (Yatomi et al., 1995) y la SPC (Tigyi et al.,
2000). Estos mediadores lipidicos han sido identificados y caracterizados. No obstante, en el suero y en el plasma
aun hay mds PLGFs presentes, que aunque sean desconocidos, muestran propiedades similares a los de los factores
de crecimiento (Tigyi y Miledi, 1992). EI LPA, con una concentracién sérica de ~20 uM, es el PLGF mds abundante
presente en el suero (Tigyi y Miledi, 1992; Jalink et al., 1993).

En las células eucaridticas, el LPA es un intermedio clave en las fases iniciales de la biosintesis de fosfolipi-
dos, que tiene lugar predominantemente en la membrana del reticulo endopldsmico (Bosch, 1974; Bishop y Bell,
1988). En el reticulo endopldsmico, el LPA se deriva de la accién de la acil-CoA sobre el glicerol-3-fosfato, que
es acilado adicionalmente para producir PA. Dado que la tasa de acilacion de LPA a PA es muy alta, se acumula
muy poco LPA en el lugar de la biosintesis (Bosch, 1974). Como el LPA estd limitado al reticulo endopldsmico,
lo méds probable es que su funcién como intermedio metabdlico no esté relacionada con su funcién como molécula
sefializadora.

El LPA es un constituyente del suero, y su nivel sérico estd en la franja micromolar baja (uM) (Eicholtz et al.,
1993). Este nivel estd dentro de lo que cabria esperar, porque el LPA es liberado por las plaquetas activadas durante el
proceso de coagulacién. A diferencia de lo que ocurre en el suero, el LPA no es detectable en sangre fresca o plasma
(Tigyi y Miledi, 1992; Eicholtz et al., 1993). El LPA presente en el suero estd ligado a la albimina, y es responsable
de la mayoria de la actividad biolégica termoestable, no dializable, del suero completo (Moolenaar, 1994). Se logré
identificar que el componente sérico activo que es responsable de provocar una corriente de cloruro hacia el interior
del oocito de Xenopus es otro el LPA (18:0) (Tigyi y Miledi, 1992). La mayor parte del LPA ligado a la albimina
(18:0) es producido durante el proceso de coagulacion, mds que por la accién de la lisofosfolipasa D (LPD) sobre
la lisofosfatidilcolina (liso-PC). Esta tdltima ruta metabdlica es responsable de la presencia de LPA en el plasma
“envejecido” que ha sido descoagulado por la accién de la heparina o del citrato més dextrosa (Tokumura et al., 1986).
Otro aspecto a tener en cuenta es que el LPA no estd presente en el plasma que ha sido tratado con EDTA. Este hecho
implica que la lisofosfolipasa plasmética puede ser dependiente del Ca?* (Tokumura et al., 1986).

El papel o funcién de la albimina es proteger al LPA de las acciones de las fosfolipasas presentes en el suero
(Tigyi y Miledi, 1992). Tigyi y Miledi sugirieron que la albiimina no sélo actiia como portador del LPA en el torrente
sanguineo, sino que, ademds, aumenta su semivida fisiol6gica. Hay mediadores lipidicos atin no identificados presentes
en la seroalbiimina que imitan las acciones del LPA a la hora de provocar una corriente de cloruro hacia el interior del
oocito de Xenopus.

Los tipos de células que responden al LPA van desde los mohos deslizantes y el oocito de Xenopus hasta las
células somdticas de los mamiferos. Por lo tanto, parece probable que la fuente de LPA y la liberacién de LPA no
estén limitadas dnicamente a las plaquetas activadas. En experimentos recientes se ha demostrado que los fibroblas-
tos de los mamiferos, cuando son estimulados con factores de crecimiento peptidicos, producen LPA rdpidamente,
y que tras esta produccién de LPA, el LPA resultante es liberado en el medio extracelular (Fukami y Takenawa,
1992).

Existen indicios de que hay cantidades relativamente altas de LPA bioactivo de origen celular desconocido en el
liquido ascitico de pacientes aquejados de cancer de ovario (Xu et al., 1995a), y se sabe que el liquido ascitico de tales
pacientes tiene una potente actividad mitégena en las células del carcinoma ovarico (Mills et al., 1988; Mills et al.,
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1990). Adn no se ha determinado si este LPA bioactivo es secretado por las células tumorales al liquido extracelular, o
si es secretado por los leucocitos, o si es producido a partir de lipidos mas complejos mediante las acciones de diversas
fosfolipasas.

Los GPMs y los SPMs provocan una amplia variedad de respuestas celulares que abarcan todo el arbol filogenético
(Jalink et al., 1993a). El LPA induce incrementos transitorios del Ca*" (sefiales de Ca®") originados en depdsitos
intracelulares de varios tipos de células, por ejemplo, las células neuronales (Jalink et al., 1993; Durieux et al., 1992),
las plaquetas, los fibroblastos tanto normales como transformados (Jalink er al., 1990), las células epiteliales (van
Corven et al., 1989; Moolenaar, 1991), y los oocitos de Xenopus (Tigyi y Miledi, 1992; Durieux et al., 1992; Fernhout
et al., 1992). El LPA induce la agregacién plaquetaria (Schumacher et al., 1979; Tokumura et al., 1981; Gerrard ef al.,
1979; Simon et al., 1982) y la contraccién de la musculatura lisa (Tokumura et al., 1980; Tokumura et al., 1994); y
tras administracién intravenosa, induce cambios dependientes de especie en la presion sanguinea (Schumacher et al.,
1979; Tokumura et al., 1978).

Cuando se afiade LPA a fibroblastos inactivos, éste estimula la sintesis de ADN y la division celular (van Corven
et al., 1989; van Corven et al., 1992). Los efectos similares a los del crecimiento que tiene el LPA no requieren de
la presencia de factores de crecimiento peptidicos para manifestarse. Dada esta observacidn, se constata que el LPA
difiere en este sentido de la endotelina o de la vasopresina, que si que requieren de la presencia de la insulina o del
factor de crecimiento epidérmico (Moolenaar, 1991) para mantener la proliferacion celular. Un hecho a tener en cuenta
es que en las células del mieloma Sp?, el LPA fue responsable de una respuesta antimitégena que fue mediada por
un aumento de los niveles de AMPc (Tigyi et al., 1994; Fischer et al., 1998). A diferencia de lo que ocurria con la
ruta mitégena, la ruta antimitégena no se veia afectada por la toxina pertussis (PTX). Ademds, al afiadir forskolina e
isobutil metilxantina, las acciones antimitégenas del LPA en las células del mieloma Sp? fueron aditivas (Tigyi et al.,
1994). En diversos tipos de células, el LPA ocasiona cambios en el citoesqueleto, incluida la formacién de adherencias
focalizadas y de fibras de tension en los fibroblastos (Ridley y Hall, 1992). Asimismo, el LPA promueve la reduccién
y supresion de la diferenciacion de los neuroblastomas induciendo la retraccion de las neuritas en desarrollo (Jalink et
al., 1994a; Jalink ef al., 1994b). La adicién de cantidades nanomolares (nmol) de LPA (Jalink y Moolenaar, 1992) a
células de neuroblastoma N1E-115 privadas de suero ocasioné una retraccidon inmediata de las neuritas, acompanada
de un redondeamiento rapido, aunque transitorio, del cuerpo celular (Jalink ef al., 1993b). En presencia continua de
LPA, las células del neuroblastoma mantienen su fenotipo indiferenciado, pero no sufren mitosis (Jalink et al., 1993b).
Fueron necesarios factores adicionales, tales como los factores de crecimiento similares a la insulina, para la progresién
del ciclo celular. Una vez que las células se han diferenciado morfolégicamente, la adicién de LPA invierte el cambio
morfolégico. Por lo tanto, las retracciones de las neuritas inducidas por el LPA son consecuencia de la contraccién
del citoesqueleto de actina, mas que de una pérdida de adherencia al sustrato (Jalink et al., 1993b; Jalink et al.,
1994b).

El LPA, a semejanza de otros quimioatrayentes fisioldgicos (por ejemplo, la interleucina 8), induce la migracién
celular, mediante un mecanismo haptotactico, en los monocitos humanos (Zhou et al., 1995). Ademads de inducir la
migracion celular, el LPA promueve la invasion, por parte de las células de hepatoma y de carcinoma, de la monocapa
de células mesoteliales (Imamura et al., 1993). El mecanismo causante de esta invasion sigue sin estar claro, pero la
invasion puede deberse a un aumento de la motilidad celular y de la adherencia celular. Por dltimo, se sabe que el LPA
bloquea la apoptosis de los cardiomiocitos neonatales (Umansky ef al., 1997).

Se observé que un fosfolipido natural tnico, el PA ciclico, es responsable de acciones celulares similares u opuestas
a las de otros GPMs, en funcién del tipo de célula. Cuando se probé el PA ciclico con el oocito de Xenopus, provocd
una corriente de cloruro (al igual que otros GPMs), pero la respuesta no era desensibilizada por el LPA (Fischer et al.,
1998). Murakami-Murofushi et al. (1993) demostraron que el PA ciclico es responsable de acciones antiproliferativas
(a diferencia del LPA, que induce la proliferacion).

Los receptores de los PLGF (PLGFRs) pertenecen a una superfamilia de receptores con siete dominios transmem-
brana unidos a proteinas G que regulan la unién a nucleétidos de guanina. Los GPCRs de siete-TM son una familia de
receptores situados en la superficie celular que median respuestas celulares interaccionando con la proteina G hetero-
trimérica. Se ha identificado una serie de receptores del LPA, incluidos, entre otros, el EDG-2, el EDG-4, el EDG-7 y
el PSP-24. En la Figura 1 aparece un arbol filogenético que ilustra la relacion existente entre estos receptores del LPA
y otros.

En 1996, Hecht et al. emplearon la técnica de hibridacion diferencial para clonar un ADNc que codifica un receptor
serpentino putativo de lineas celulares neocorticales de ratén (Hecht ef al., 1996). El gen fue denominado “gen 1 de la
zona ventricular” (Vzg-1). El Vzg-1 se expresaba en las regiones neurdgenas corticales y codificaba una proteina de 41
kDa de peso molecular (364 aminodcidos). El Vzg-1 era muy similar a una secuencia ovina no publicada denominada
“gen 2 de diferenciacién endotelial” (EDG-2). El mismo ADNc fue aislado también como un receptor huérfano en
bibliotecas murinas y bovinas, y se denominé recl.3 (Macrae et al., 1996). Estaba ampliamente distribuido en los
tejidos murinos, y su expresion mds alta tenia lugar en el cerebro y el corazon.

En 1996, Guo et al., empleando un protocolo basado en la PCR (reaccion en cadena de la polimerasa), aislaron otro
receptor putativo del LPA, conocido como PSP-24 (372 aminoécidos), del oocito de Xenopus (Guo et al., 1996). Este
receptor mostraba pocas semejanzas con el Vzg-1/EDG-2/recl.3 (Guo et al., 1996). Una bisqueda de receptores de los
esfingolipidos, basada en secuencia (realizada empleando la secuencia de ADNc del receptor del LPA humano EDG-
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2), condujo a dos GPCRs estrechamente relacionados entre si, a saber: el H218 de rata (EDG-5, 354 aminodcidos) y el
EDG-3 (378 aminoécidos) (An et al., 1997a). El andlisis mediante la técnica Northern blot revel6 una alta expresién
de los ARNm que codificaban el EDG-3 y el EDG-5 en el tejido cardiaco.

La reciente identificacion del EDG-2 como receptor funcional del LPA motiv6 a An et al. a llevar a cabo una
biisqueda basada en secuencia de un subtipo novedoso de receptor del LPA (An et al., 1998a). Se descubrié un ADNc
humano que codificaba un GPCR; dicho ADNc humano fue designado como EDG-4 (An et al., 1998a). El andlisis
mediante la técnica Northern blot revel6 que aunque tanto EDG-2 como EDG-4 actian como receptores de los GPMs,
sus distribuciones tisulares eran muy diferentes. A diferencia del EDG-2, el EDG-4 se expresaba principalmente en
los leucocitos de sangre periférica, y en los testiculos (An et al., 1998a).

Gracias a la amplificacién mediante PCR del ADNc procedente de células T (linfocitos) Jurkat, se identificé un
GPCR anteriormente desconocido que pertenece a la familia de los EDG. El GPCR identificado se designé como
EDG-7. Tiene una masa molecular de 40 kDa (353 aminodcidos). El analisis, mediante la técnica Northern blot, de la
expresion del EDG-7 en tejidos humanos revelé que el EDG-7 se expresa en corazén, pancreas, prostata y testiculos
(Bandoh et al., 1999). Por lo tanto, hay dos familias bien diferenciadas de receptores de los PLGFs: PSP24 y EDG,
con un total de diez PLGFRs diferentes (Figura 1). La lista de PLGFRs va en aumento.

Estos diversos receptores se pueden clasificar con arreglo a sus especificidades en cuanto a ligandos: GPMs o
SPMs (como se indica en la siguiente tabla, Tabla 1).

TABLA 1

Receptor del factor de crecimiento fosfolipidico, Longitud, y ligando principal

PLGFR Nimero de Ligando
aminodcidos principal
EDG-1 381 SPP
EDG-2 364 LPA
EDG-3 378 SPP
EDG-4 382 LPA
EDG-5 354 SPP
EDG-6 385 SPP
EDG-7 353 LPA
EDG-8 400 SPP
PSpP24 de 372 LPA
Xenopus
PSP24 murino 373 LPA

El PSP24 de Xenopus y el PSP24 expresado en ratones transducen especificamente las corrientes oscilatorias de
cloruro inducidas por GPM (LPA, Fischer et al., 1998). Ninguno de ambos PSP24 es estructuralmente homélogo a
la familia EDG (Tigyi y Miledi, 1992; Fernhout et al., 1992). La familia EDG puede dividirse en dos subgrupos bien
diferenciados. En el primer grupo se encuadran EDG-2, EDG-4 y EDG-7, que s6lo actian como receptores para los
GPMs (Hecht et al., 1996; An et al., 1998a; Bandoh et al., 1999; An et al., 1998b) y transmiten numerosas sefiales
en respuesta a la unién a ligandos. En el segundo grupo se encuadran EDG-1, EDG-3, EDG-5, EDG-6 y EDG-8, y
este segundo grupo es especifico de los SPMs (An et al., 1997a; Im et al., 2000; van Brocklyn et al., 1998; Speigel y
Milstein, 2000). En la Tabla 2 se indican las principales expresiones tisulares de los diversos PLGFRs.
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TABLA 2

Expresion de los receptores de los factores de crecimiento fosfolipidico en tejidos humanos

PLGFR Tejido humano en el gque se da
la mayor expresiédn

EDG~1 Ubicuo

EDG-2 Cardiovascular, 8NC, gonadal,
gastrointestinal

EDG-3 Cardiovascular, leucocitos

EDG-4 Leucocitos, testiculos

EDG-5 Cardiovascular, SNC, gonadal,
placenta

EDG~6 Linfoide, hematopoyético

EDG-7 Corazdn, péancreas, prostata,
testiculos

EDG-8 Cerebro

PSP24 SNC

Los PLGFs activan varios procesos de transduccién de sefiales mediados por las proteinas G. Dichos procesos son
mediados por las familias de proteinas G heterotriméricas Gy, Gijo y Giz/13 (Moolenaar, 1997; Speigel y Milstein,
1995; Gohla et al., 1998).

La ruta de la proteina G, es responsable de la activacion de la fosfolipasa C (PLC), que a su vez induce la
produccién de inositol trifosfato (IP3), con la consiguiente movilizacién de Ca**, en una amplia variedad de células
(Tokumura, 1995). En algunas células esta respuesta es sensible a la PTX, lo que implica que participan varias rutas
sensibles y no sensibles a la PTX (Tigyi ef al., 1996). Ademds, esta ruta es responsable de la activacion de la proteina
quinasa C (PKC) mediada por el diacilglicerol (DAG). La PKC activa la fosfolipasa D (PLD) celular, que es respon-
sable de la hidrdlisis de la fosfatidilcolina; dicha hidrdlisis produce colina libre y PA (van der Bend ef al., 1992a).
Asimismo, la PLC es capaz de activar la MAP quinasa, bien directamente, bien a través de la activacién -mediada por
el DAG- de la PKC, en algunos tipos de células (Ghosh et al., 1997).

La ruta de sefializaciéon mitégena es mediada a través de la subunidad Gy, de las proteinas G heterotriméricas. Los
estudios de transfeccién llevados a cabo indican que el responsable de la activacion de las Ras-MAP quinasas es el
dimero Gys,, y no la subunidad «i. La activacion de Ras se ve precedida por la transactivacién de las tirosina quinasas
receptoras (RTK) tales como los receptores del EGF (factor de crecimiento epidérmico) (Cunnik et al., 1998) o los
receptores del PDGF (factor de crecimiento derivado de las plaquetas) (Herrlich et al., 1998). Las RTKSs transactivadas
activan la Ras, y esto conduce a la activacién de las MAP quinasas (ERK 1,2) mediante la Raf. La subunidad G,,, que
es sensible a la PTX, inhibe la adenilciclasa (AC), lo que provoca que el dimero By se acople a una quinasa receptora
unida a proteina G (GRK) que fosforila y desensibiliza el receptor. El receptor fosforilado es reclutado por la -
arrestina, con lo que se recluta la quinasa src, que a su vez fosforila el receptor de EGF, generando su conformacién
activa (Lin et al., 1997; Ahn et al., 1999; Luttrell et al., 1999). A su vez, las RTKs transactivadas activan la Ras, lo
que conduce a la activacién de las de las MAP quinasas (ERK 1,2) mediante la Raf. La subunidad G;,, que es sensible
ala PTX, inhibe la AC, y esto conduce a una reduccion de los niveles de AMP ciclico (AMPc). Los efectos celulares
opuestos que genera el LPA, a saber, mitogénesis y antimitogénesis, se ven acompafiados por efectos contrarios en
el sistema de segundo mensajero AMPc. La mitogénesis es mediada a través de la ruta de la G;,, que conduce a una
reduccién de los niveles de AMP ciclico (AMPc) (van Corven et al., 1989; van Corven et al., 1992), mientras que la
antimitogénesis se ve acompafiada de un incremento, dependiente del Ca?* y no sensible a la PTX, de los niveles de
AMPc (Tigyi et al., 1994; Fischer et al., 1998).

En cambio, se sabe muy poco acerca de la via de sefializacién de la G,/13, insensible a la PTX, que conduce a
la reorganizacién del citoesqueleto de actina. Es posible que en esta via se transactiven también las RTKs (Lin et al.,
1997; Ahn et al., 1999; Luttrell ef al., 1999; Gohla et al., 1998), y que converja en una Rho GTPasa pequeiia (Moolenar,
1997). Se sabe mucho mds acerca de la sefializacion “downstream” de Rho, porque se han aislado e identificado
diversas proteinas asociadas. Rho activa las serina/treonina quinasas, que fosforilan, y como consecuencia inhiben, la
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fosfatasa de la cadena ligera de la miosina (MLC-fosfatasa) (Kimura et al., 1996). Esta via conduce a la acumulacién
de la forma fosforilada de la cadena ligera de la miosina (MLC), lo que a su vez provoca respuestas citoesqueléticas
que conllevan efectos celulares tales como la retraccién de las neuritas (Tigyi y Miledi, 1992; Tigyi et al., 1996; Dyer
et al., 1992; Postma et al., 1996; Sato et al., 1997), la induccién de fibras de tension (Ridley y Hall, 1992; Gonda et
al., 1999), la estimulacién de la quimiotaxis (Jalink et al., 1993a), la migracién celular (Zhou et al., 1995; Kimura et
al., 1992) y la invasividad de las células tumorales (Imamura et al., 1993; Imamura ef al., 1996). La invasividad de
las células tumorales, inducida por los PLGF y mediada por Rho, es bloqueada por la toxina C3 de C. Botulinum, que
ribosila de forma especifica la Rho siguiendo un mecanismo dependiente de ADP (Imamura et al., 1996).

Ademais, Rho tiene capacidad para estimular la sintesis de ADN en los fibroblastos inactivos (Machesky y Hall,
1996; Ridley, 1996). La expresion de la GTPasa de la familia Rho activa el factor de respuesta sérica (SRF), que media
la transcripcién temprana de los genes (Hill et al., 1995). Asimismo, el PLGF (el LPA) induce la invasién por parte
de las células tumorales (Imamura et al., 1996), aunque atin no estd claro si en este mecanismo subyacen cambios
citoesqueléticos o transcripcion de genes o ambas cosas.

Dada la implicacién del LPA/de los receptores del LPA en una serie de rutas celulares y actividades celulares,
tales como la proliferaciéon o la migracion, asi como su implicacién en la cicatrizacién de heridas y en el cancer,
seria deseable identificar compuestos nuevos que sean capaces de actuar, preferiblemente de modo selectivo, como
antagonistas o agonistas de los receptores del LPA que se han indicado anteriormente.

Actualmente se conocen muy pocos inhibidores (ya sea sintéticos o enddgenos) de los receptores del LPA. De entre
los antagonistas notificados hasta la fecha, con los que mads se ha trabajado es con la SPH, la SPP, la N-palmitoil-1-
serina (Bittman et al., 1996) y 1a N-palmitoil-I-tirosina (Bittman et al., 1996). Se sabe que los compuestos mencionados
inhiben las corrientes de cloruro inducidas por el LPA en el oocito de Xenopus (Bittman et al., 1996; Zsiros et al.,
1998). Sin embargo, no se han estudiado estos compuestos en sistemas celulares. Se sabe también que la SPP inhibe la
invasividad de las células tumorales, pero no estd claro si esta inhibicion se debe a que la SPP actda como inhibidor del
LPA o a las acciones de los inhibidores de la propia SPP. La N-palmitoil-I-serina y la N-palmitoil-1-tirosina también
inhibieron la agregacion plaquetaria inducida por el LPA (Sugiura et al., 1994), pero no se ha dilucidado todavia si
actdan a nivel del receptor del LPA. El lisofosfatidilglicerol (LPG) fue el primer lipido del que se demostré que ejercia
un cierto grado de inhibicién de las acciones del LPA (van der Bend et al., 1992b), pero, en varios tipos de células
que respondian al LPA, el LPG no era detectable (Lilliom et al., 1996). No se pudo demostrar que ninguno de estos
inhibidores actuase selectivamente a nivel de receptores del LPA concretos.

Se demostré que un compuesto polisulfonado, la suramina, inhibia la sintesis de ADN inducida por el LPA, de
una manera reversible y proporcional a la dosis. No obstante, se hallé que la suramina no presenta especificidad por el
receptor del LPA y que bloquea las acciones del LPA tnicamente a concentraciones milimolares (mM) muy altas (van
Corven et al., 1992).

Se afirma que dos compuestos, a saber, el dcido 2-[4-([3-(2,4-diamino-6-0x0- 1,6-dihidro-pirimidin-5-il)-propil]-
{ [(4-fosfonooxi-butilcarbamoil)-metilsulfanil]-acetil }-amino)-benzoilamino]-pentanodioico, y el 4cido 2-(4-{[3-(2,4-
diamino-6-o0xo0-1,6-dihidro-pirimidin-5-il)-propil]-(8-fosfonooxi-octanil)-amino } -benzoilamino)-pentanodioico, inhi-
ben el transporte del 3H-metotrexato al interior de las células de la leucemia de células T MOLT-4 (Beilstein, Abs
XP002239009).

La presente invencion tiene como objetivo superar las deficiencias asociadas con los agonistas del LPA y antago-
nistas del LPA conocidos actualmente.

Resumen de la invencion

La presente invencidn se refiere a compuestos segtin la féormula (I) siguiente:
x3
cQ'—CH— <|:Qz

x! X2

donde
X! es (HO),PO-Z'- o (HO),PO-Z*-P(OH)O-Z!-;
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X2y X3 son R'-NR?-A-, cada uno siendo igual o diferente;

A es un enlace directo, (CH,)y, siendo k un nimero entero comprendido entre 0 y 30, o es O;
Z! es -O(CH,),,, siendo m un nimero entero comprendido entre 1y 50, o es -O-;

Z? es -O(CH,),, siendo n un niimero entero comprendido entre 1y 50, o es -O-;

Q' y Q? son, independientemente, H, o0 =0;

R' es, independientemente, hidrégeno; un alquilo de cadena lineal o ramificada de C1 a C30; un alquenilo de
cadena lineal o ramificada de C2 a C30; un anillo aromatico con o sin monosustituciones, disustituciones o tri-
sustituciones del anillo, seleccionadas del grupo de los alquilos, los alcéxidos, los 4cidos y los alcoholes; un acilo
que incluye un anillo aromético; un arilalquilo que incluye un alquilo de cadena lineal o ramificada de C1 a C30;
un ariloxialquilo que incluye un alquilo de cadena lineal o ramificada de C1 a C30, -C(0)-O-R’; y

R? es, independientemente, hidrogeno, un alquilo de cadena lineal o ramificada de C1 a C30, un alquenilo de
cadena lineal o ramificada de C2 a C30, un anillo aromatico con o sin monosustituciones, disustituciones o trisus-
tituciones del anillo, un acilo que incluye un alquilo de C1 a C30 o un anillo aromético, un arilalquilo que incluye
un alquilo de cadena lineal o ramificada de C1 a C30, o un ariloxialquilo que incluye un alquilo de cadena lineal
o ramificada de C1 a C30;

R’ es, independientemente, hidrégeno, un alquilo de cadena lineal o ramificada de C1 a C30, un alquenilo de
cadena lineal o ramificada de C2 a C30, un anillo aromatico con o sin monosustituciones, disustituciones o trisus-
tituciones del anillo, un acilo que incluye un alquilo de C1 a C30 o un anillo aromatico, un arilalquilo que incluye
un alquilo de cadena lineal o ramificada de C1 a C30, o un ariloxialquilo que incluye un alquilo de cadena lineal
o ramificada de C1 a C30;

y donde cuando X! es (HO),PO-O-, X* es NHCH;, Q' es H, y Q? es =0, entonces X° no es -NHR,, donde R, es
hidrégeno o un acilo sustituido por metilo o fenilo.

Asimismo, se presentan composiciones farmacéuticas que incluyen un portador farmacéuticamente aceptable y un
compuesto de la presente invencion.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un procedimiento para modular la actividad del receptor del
LPA in vitro, que incluye proporcionar un compuesto de la presente invencion que tiene actividad como agonista del
receptor del LPA o como antagonista del receptor del LPA, asi como poner en contacto un receptor del LPA in vitro
con el compuesto, en condiciones eficaces para modular la actividad del receptor del LPA.

Otro aspecto adicional de la presente invencion se refiere al uso, en el tratamiento del cdncer, de un compuesto de
la presente invencién, y a la administracién de una cantidad eficaz del compuesto a un paciente, de una manera eficaz
para tratar el cdncer.

Otro aspecto adicional de la presente invencion se refiere al uso, para el aumento de la proliferacion celular, de
un compuesto de la presente invencién que tiene actividad como agonista del receptor del LPA, asi como poner en
contacto un receptor del LPA en una célula con el compuesto, de una manera eficaz para aumentar la proliferacion,
inducida por el receptor del LPA, de la célula.

Otro aspecto adicional de la presente invencién se refiere a un procedimiento de fabricacidn de los compuestos
objeto de la presente invencion. Una estrategia para la fabricacion de los compuestos objeto de la presente invencién
consiste en:

hacer reaccionar (Y?0),PO-Z''-Z" o (Y?>0),PO-Z">-P(OH)O-Z''-Z", donde

Z" es -O(CH,),,, siendo m un nimero entero comprendido entre 1y 50, o es -O-;

72 es -O(CH,),, siendo n un niimero entero comprendido entre 1y 50, o es -O-;

Z'3 es H o un primer grupo saliente, o bien -Z''-Z'? juntos forman el primer grupo saliente; e

Y? es H o un grupo protector,
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con un compuesto intermedio segtn la férmula (VI)

x13
CQ''— CH—CQM"?

X! X2
VD

donde
X2y X3 son ambos R'"'-NR'2-A-, siendo cada uno iguales o diferentes entre si;
X' es OH, NH,, SH o un segundo grupo saliente;
A es o bien un enlace directo, o bien (CH,),, siendo k un nimero entero comprendido entre 0 y 30, o es O;
Q"' y Q' son, independientemente, H, o =O;

R'' es, independientemente, hidrégeno; un alquilo de cadena lineal o ramificada de C1 a C30; un alquenilo de
cadena lineal o ramificada de C2 a C30; un anillo aromatico con o sin monosustituciones, disustituciones o tri-
sustituciones del anillo, seleccionadas del grupo de los alquilos, los alcéxidos, los dcidos y los alcoholes; un acilo
que incluye un anillo aromatico; un arilalquilo que incluye un alquilo de cadena lineal o ramificada de C1 a C30;
un ariloxialquilo que incluye un alquilo de cadena lineal o ramificada de C1 a C30; -C(O)-O-R'%; y

R!? es, independientemente, hidrégeno, un alquilo de cadena lineal o ramificada de C1 a C30, un alquenilo de
cadena lineal o ramificada de C2 a C30, un anillo aromatico con o sin monosustituciones, disustituciones o trisus-
tituciones del anillo, un acilo que incluye un alquilo de C1 a C30 o un anillo aromaético, un arilalquilo que incluye
un alquilo de cadena lineal o ramificada de C1 a C30, o un ariloxialquilo que incluye un alquilo de cadena lineal
o ramificada de C1 a C30;

R!® es, independientemente, hidrégeno, un alquilo de cadena lineal o ramificada de C1 a C30, un alquenilo de
cadena lineal o ramificada de C2 a C30, un anillo aromatico con o sin monosustituciones, disustituciones o trisus-
tituciones del anillo, un acilo que incluye un alquilo de C1 a C30 o un anillo aromatico, un arilalquilo que incluye
un alquilo de cadena lineal o ramificada de C1 a C30, o un ariloxialquilo que incluye un alquilo de cadena lineal
o ramificada de C1 a C30;

si es necesario, después se lleva a cabo una etapa de desproteccidn, realizandose tanto dicha etapa de reaccién como
dicha etapa de desproteccién en condiciones que resultan eficaces para obtener un compuesto segtin la férmula (I),
donde X' es (HO),PO-Z'- o0 (HO),PO-Z>-P(OH)O-Z!-.

Los compuestos de la presente invencién que se han identificado en la presente invenciéon como agonistas o anta-
gonistas de uno o mds receptores del LPA se pueden usar para inhibir o potenciar, respectivamente, rutas bioquimicas
mediadas por la sefializacion a través de los receptores del LPA. Dado que modulan la sefializacion a través de los
receptores del LPA, dichos antagonistas y agonistas se pueden usar, de manera especifica y sustancial, para tratar el
céancer y mejorar la cicatrizacién de las heridas.

Breve descripcion de las ilustraciones

La Figura 1 es un arbol filogenético que ilustra la clasificacion y la relacién existente entre diez receptores de los
factores de crecimiento fosfolipidicos, incluidos los receptores del LPA: EDG-2, EDG-4, EDG-7, y PSP-24 (.5).

La Figura 2 ilustra el esquema de sintesis empleado para preparar los compuestos de serina amida 35-43.

La Figura 3 ilustra el esquema de sintesis empleado para preparar los compuestos de fosfato de serina amida 55-
59.

La Figura 4 ilustra el esquema de sintesis empleado para preparar los compuestos difosfato 66-68.
Las Figuras 5A-B ilustran la sintesis de los compuestos difosfato. La Figura 5A ilustra el esquema de sintesis

empleado para preparar los compuestos 1,2-difosfato 85-92. La Figura 5B ilustra el esquema de sintesis empleado
para preparar los compuestos 1,3-difosfato.
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Las Figuras 6A-B ilustran los esquemas de sintesis empleados para preparar los compuestos pirofosfato.

Las Figuras 7A-C ilustran los esquemas de sintesis empleados para preparar monofosfatos y monofosfonatos
sustituidos a partir de un compuesto intermedio diéter protegido con tosilato.

La Figura 8 ilustra el esquema de sintesis empleado para preparar los compuestos fosfato con dcido graso de cadena
lineal 106-110.

La Figura 9 ilustra la sintesis de ésteres de monoalquilo y dcido tiofosférico, de cadena lineal.
La Figura 10 ilustra la sintesis de alquiloamido de cadena lineal-dcido fosférico.

La Figura 11 ilustra un esquema de sintesis empleado para preparar compuestos fosfato ciclico de conformacién
restringida.

La Figura 12 ilustra un esquema de sintesis empleado para preparar compuestos fosfato ciclico de conformacién
restringida.

La Figura 13 ilustra un esquema de sintesis empleado para preparar compuestos fosfato ciclico de conformacién
restringida.

La Figura 14 ilustra un esquema de sintesis empleado para preparar compuestos de conformacion restringida y con
un grupo fosfato libre.

La Figura 15 ilustra un esquema de sintesis alternativo empleado para preparar 2-monofosfatos.
La Figura 16 ilustra un esquema de sintesis alternativo empleado para preparar compuestos 1,3-difosfato.

La Figura 17 ilustra un esquema de sintesis empleado para preparar compuestos que tienen como X° un grupo -N
(H)-acilo.

La Figura 18 ilustra un esquema de sintesis empleado para preparar compuestos que tienen como X* un grupo -N
(H)-imidazol.

La Figura 19 ilustra un esquema de sintesis empleado para preparar compuestos que tienen como X° un grupo -N
(H)-C(0)-O-R".

La Figura 20 ilustra un esquema de sintesis empleado para preparar compuestos que tienen como X° un grupo -N
(H)-C(S)-O-R’.

La Figura 21 es un grafico que ilustra la inhibicién, proporcional a la dosis, de las corrientes de cloruro inducidas
por el LPA en oocitos de Xenopus, mediante aplicacién extracelular de 56 (SAP [fosfato de serina amida], 14:0).

La Figura 22 es un grafico que ilustra la inhibicién, proporcional a la dosis, de las corrientes de cloruro inducidas
por el LPA en oocitos de Xenopus, mediante aplicacion extracelular de 57 (SAP, 18:0).

Las Figuras 23A-B son gréficos que ilustran la inhibicién, proporcional a la dosis, de las corrientes de cloruro
inducidas por el LPA en oocitos de Xenopus, mediante aplicacion extracelular de 66 (MAGDP, 18:0). La flecha indica
el momento de la inyeccién de 5 uM de 66, seguida por la aplicacion extracelular de LPA.

La Figura 24 es un grafico que ilustra el efecto inhibidor, proporcional a la dosis, de 66 (MAGDP, 18:0). Se aplicé
a los oocitos una corriente constante de LPA (5 nM), junto con cantidades crecientes de 66. Los puntos de datos
representan la amplitud de los picos de las corrientes de cloruro medidas.

La Figura 25 es un grafico que ilustra la inhibicién, proporcional a la dosis, de las corrientes de cloruro inducidas
por el LPA en oocitos de Xenopus, mediante aplicacion extracelular de 92 (MAGDP, 22:0).

La Figura 26 es un gréfico que ilustra el efecto, proporcional a la dosis, de 56a (SDAP, 14:0/2:0) sobre los oocitos
de Xenopus.

La Figura 27 es un grafico de barras que describe los efectos de 56 (SAP, 14:0), 56a (SDAP, 14:0/2:0) y 66
(MAGDP, 18:0) sobre la migracién de las células HEY inducida por el LPA. La concentracién de los compuestos de
la prueba fue 1 uM y la concentracién de LPA fue 0,1 uM.

Las Figuras 28 A-C son gréficos que ilustran la relacion existente con la dosis en los incrementos del Ca** en células
RH7777 que expresan heterdlogamente el EDG-2 (28A), el EDG-4 (28B) o el EDG-7 (28C). Cada punto de los datos
representa el promedio de al menos tres mediciones + S.D. (desviacion estdndar).
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Las Figuras 29A-D son gréficos que ilustran la inhibicién, por parte del diacilglicerol pirofosfato (DGPP) 8:0, de
los incrementos del Ca®* provocados por el LPA en las células RH7777 que expresan el EDG-2 y el EDG-7, pero no
el EDG-4. Se expusieron células RH7777 que expresaban el EDG-2, el EDG-4 o el EDG-7 a una mezcla de LPA 18:1
100 nM y DGPP 8:0 1 uM. Las células de control fueron expuestas a LPA 18:1 100 nM. En estos gréficos, se ilustran
los incrementos de Ca®* representativos en células RH7777 estables que expresan el EDG-2 (Figura 29A), el EDG-
4 (Figura 29B) y el EDG-7 (Figura 29C), o de células RH7777 que expresan de manera transitoria el EDG-4 (Figura
29D).

Las Figuras 30A-C son graficos que ilustran la caracterizacion farmacoldgica de la inhibicion de la respuesta al LPA
por parte del DGPP 8:0 en células RH7777 que expresan el EDG-7 (“células EDG-7”). Dichas células fueron expuestas
a una concentracién 250 nM de LPA 18:1 mezclado con concentraciones crecientes de DGPP 8:0, y se midi6 el drea
pico de los incrementos del Ca** resultantes (Figura 30A). Ademds, las células fueron expuestas a concentraciones
crecientes de LPA 18:1 mezclado con una concentracién 500 nM de DGPP 8:0 (Figura 30B). Asimismo, las “células
EDG-7” fueron expuestas a una concentracién 250 nM de LPA 18:1 mezclado con una concentracién 500 nM del
lipido indicado (Figura 30C). Las areas pico de los incrementos del Ca** se representan como los valores promedio,
con un minimo de tres mediciones + S.D. (desviacidn estandar).

Las Figuras 31A-C son graficos que ilustran la caracterizacién farmacolégica de la inhibicién de la respuesta al
LPA por parte del DGPP 8:0 en células RH7777 que expresan el EDG-2 (“células EDG-2”). Se expusieron “células
EDG-2” estables a una concentracién 250 nM de LPA 18:1 mezclado con concentraciones crecientes de DGPP 8:0,
y se midi6 el drea pico de los incrementos del Ca>* resultantes (Figura 31A). Ademds, se expusieron “células EDG-
2” a concentraciones crecientes de LPA 18:1 mezclado con una concentracién 10 uM de DGPP 8:0 (Figura 31B).
Asimismo, se expusieron “células EDG-2" a una concentracion 250 nM de LPA 18:1 mezclado con una concentracién
10 uM del lipido indicado (Figura 31C). Las respuestas (los incrementos) se representan como los valores promedio
de un minimo de tres mediciones + S.D. (desviacion estandar).

Las Figuras 32A-B son graficos que ilustran la relacién estructura-actividad en relacién con el DGPP en células
RH7777 que expresan el EDG-4 (“células EDG-4"). Se expusieron “células EDG-4” estables a una concentracién
500 nM de LPA 18:1 mezclado con una concentracién 5 uM de los lipidos indicados (Figura 32A). Se expusieron
células RH7777 que expresaban transitoriamente el EDG-4 a una concentracién 100 nM de LPA 18:1 mezclado con
una concentracion 1 uM de los lipidos indicados (Figura 32B). Se midieron las dreas pico de los incrementos del Ca?*,
que se representan como los valores promedio de un minimo de tres mediciones + S.D. (desviacion estdndar).

Las Figuras 33A-C son graficos que ilustran la caracterizacion farmacolégica del DGPP 8:0 en relacién con las
corrientes de cloruro provocadas por el LPA en oocitos de Xenopus. Se expusieron dichos oocitos a una concentracién
5 nM de LPA 18:1 mezclado con concentraciones crecientes de DGPP 8:0, y se midieron las amplitudes pico de las
corrientes de cloruro oscilatorias resultantes (Figura 33A). Se expusieron oocitos a concentraciones crecientes de LPA
18:1 mezclado con una concentracién 200 nM de DGPP (Figura 33B). Los puntos de datos representan los valores
promedio de un minimo de tres mediciones + S.D. (desviacién estdndar). Se trataron oocitos con LPA 18:1 5 nM,
o con una mezcla de LPA 18:1 5 nM y DGPP 8:0 1 uM, de la manera indicada (Figura 33C). La flecha indica la
inyeccién intracelular de DGPP 8:0 1 uM.

Las Figuras 34A-D son graficos que ilustran cémo el DGPP 8:0 inhibe los incrementos del Ca®* provocados por
el LPA en fibroblastos NIH3T3 y en células de cancer ovarico HEY. La Figura 34A refleja la detecciéon mediante TI-
PCR (TI = transcriptasa inversa; PCR = reaccién en cadena de la polimerasa) de transcritos para los receptores EDG
y PSP24 en las células NIH3T3. Las células NIH3T3 fueron expuestas a una concentracién 100 nM de LPA 18:1, o
S1P, mezclado con una concentracién 10 uM de DGPP 8:0 (Figura 34B). La Figura 34C refleja la deteccién mediante
TI-PCR de la presencia de transcritos para los receptores EDG y PSP24 en las células HEY. Las células HEY fueron
expuestas a una concentraciéon 100 nM de LPA 18:1, o S1P, mezclado con una concentracién 1 uM de DGPP 8:0
(Figura 34D). Se midieron las 4reas pico de los incrementos del Ca?* resultantes, que se representan como promedio
de un minimo de tres mediciones + S.D. (desviacién estandar).

La Figura 35 es un gréfico que ilustra la inhibicién, por parte del DGPP 8:0, de la proliferacién de las células
NIH3T3 promovida por el LPA. Se privé de suero a las células NIH3T3 durante 6 horas, y se las expuso a una
concentraciéon 5 uM de LPA 18:1 mezclado con una concentraciéon 10 uM de los lipidos indicados. Las células de
control recibieron, en vez de LPA 18:1, un disolvente (seroalbiimina bovina [BSA]). Se incubaron las células con los
lipidos durante 24 horas y se contaron las células. Los datos son representativos de tres experimentos.

La Figura 36 es un gréfico que ilustra la caracterizacién farmacolégica de la inhibicién de la respuesta al LPA por
parte de los compuestos fosfato con 4cido graso de cadena lineal 106-110 en oocitos de Xenopus.

La Figura 37 es un gréfico que ilustra la caracterizacion farmacoldgica de la inhibicién de la respuesta al LPA por
parte del compuesto fosfato con 4cido graso de cadena lineal 108 en oocitos de Xenopus.

La Figura 38 es un gréfico que ilustra la caracterizacién farmacoldgica de la respuesta, inducida por antagonistas o
agonistas, que se daba en células RH7777 que expresaban el receptor EDG-2, EDG-4 o EDG-7 tras la exposicion de
dichas células al compuesto fosfato con 4cido graso de cadena lineal 108. Se midieron las dreas pico de los incrementos
del Ca**.
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Descripcion detallada de la invencion

Un aspecto de la presente invencion se refiere a un compuesto segin la férmula (I)
3
X

cQ'—CH—CQ?

X! xX?

donde
X! es (HO),PO-Z'- 0 (HO),PO-Z>-P(OH)O-Z!-;
X? y X3 son R!-NR?-A-, cada uno siendo igual o diferente;
A es un enlace directo, (CH,)y, siendo k un ndmero entero comprendido entre 0 y 30, o es O;
Z' es -O(CH,),,-, siendo m un ndmero entero comprendido entre 1y 50, o es -O-;
7?2 es -O(CH,),-, siendo n un nimero entero comprendido entre 1y 50, o es -O-;
Q' y Q? son, independientemente, H, o =0;

R! es, independientemente, hidrogeno; un alquilo de cadena lineal o ramificada de C1 a C30; un alquenilo de
cadena lineal o ramificada de C2 a C30; un anillo aromatico con o sin monosustituciones, disustituciones o tri-
sustituciones del anillo, seleccionadas del grupo de los alquilos, los alc6xidos, los dcidos y los alcoholes; un acilo
que incluye un anillo aromético; un arilalquilo que incluye un alquilo de cadena lineal o ramificada de C1 a C30;
un ariloxialquilo que incluye un alquilo de cadena lineal o ramificada de C1 a C30; -C(O)-O-R"; y

R? es, independientemente, hidrogeno, un alquilo de cadena lineal o ramificada de C1 a C30, un alquenilo de
cadena lineal o ramificada de C2 a C30, un anillo aromatico con o sin monosustituciones, disustituciones o trisus-
tituciones del anillo, un acilo que incluye un alquilo de C1 a C30 o un anillo aromético, un arilalquilo que incluye
un alquilo de cadena lineal o ramificada de C1 a C30, o un ariloxialquilo que incluye un alquilo de cadena lineal
o ramificada de C1 a C30;

R’ es, independientemente, hidrégeno, un alquilo de cadena lineal o ramificada de C1 a C30, un alquenilo de
cadena lineal o ramificada de C2 a C30, un anillo aromatico con o sin monosustituciones, disustituciones o trisus-
tituciones del anillo, un acilo que incluye un alquilo de C1 a C30 o un anillo aromético, un arilalquilo que incluye
un alquilo de cadena lineal o ramificada de C1 a C30, o un ariloxialquilo que incluye un alquilo de cadena lineal
o ramificada de C1 a C30;

y donde cuando X! es (HO),PO-O-, X*> es NHCH;, Q' es H, y Q? es =0, entonces X no es -NHR,, donde R, es
hidrégeno o un acilo sustituido por metilo o fenilo.

Para cada uno de los grupos R indicados anteriormente (por ejemplo, R!, R?, R7), se pretende que los alquilos de
cadena lineal tengan la férmula (CH,),(CHj3), donde x es un nimero entero comprendido entre 0 y 29; los alquilos de
cadena ramificada tengan la férmula definida para los alquilos de cadena lineal, a excepcion de que uno o mas grupos
CH, estén reemplazados por grupos CHW, donde W es la cadena lateral de un alquilo; los alquenilos de cadena lineal
tengan la férmula (CH,),,CH=CH(CH,),,CH3, donde xa y xb son, cada uno, un nimero entero comprendido entre 0
y 27 y (xa + xb) no es superior a 27; y los alquenilos de cadena ramificada tengan la férmula definida anteriormente
para los alquenilos de cadena lineal, a excepcién de que uno o mds grupos CH, estén reemplazados por grupos CHW
o de que un grupo CH esté reemplazado por un grupo CW, donde W es la cadena lateral de un alquilo.

Los anillos aromaticos pueden ser, entre otros, fenilos, indenos, naftalenos y bifenilos. El anillo aromético puede
incluir monosustituciones, disustituciones o trisustituciones del anillo, situadas en las posiciones orto, meta o para de
los anillos, respecto de la posicién en que el anillo se une al grupo NR, de la cadena R'-NR?-A-. Las sustituciones de
los anillos pueden ser, entre otras: alquilo, alcoxi, dcidos, alcoholes.

Los grupos acilo pueden incluir un alquilo, un alquenilo o anillos arométicos como los descritos anteriormente.

Los grupos arilalquilo y ariloxialquilo pueden incluir, entre otros, grupos alquilo de cadena lineal o ramificada de
C1 a C30 como los descritos anteriormente, y el grupo alquilo se une al grupo NR, de la cadena R'-NR?-A-.
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Se excluyen especificamente de la definicién indicada del compuesto segun la férmula (I) los siguientes com-
puestos endégenos o sintéticos que ya eran conocidos: dcido lisofosfatidico, 4cido fosfatidico, 4cido ciclofosfatidico,
alquenil glicerolfosfato, dioctil-glicerol pirofosfato, y N-palmitoil-L-serina.

Los compuestos de ejemplo segtin la férmula (I) son los compuestos subclase segiin la formula (II) siguientes.

En las estructuras de la férmula (III), Q' es H,; Q* es =0, X' es (HO),PO-Z!-, Z' es O; X y X® son R'-NR?-A-,
A es un enlace directo y NR? es -NH-. Cada R! se define independientemente tal como se ha indicado anteriormente
para la férmula (I). Las especies preferidas dentro del dmbito de la férmula III son aquellas en las que X* es -NH, y
X? es -NHR!, donde R! es un alquilo de C14 a C18, y mds preferiblemente un alquilo C14 o un alquilo C18; o en las
que X3 es -NHR', donde R! es un grupo acetilo y X? es -NHR!, donde R! es un alquilo C14.

RI
|

P,

CH,~~ CH~— c

; ke

b
O——E—-o R
(III)

Los compuestos segun la férmula (I), asi como los compuestos subgénero segtin la férmula (III), se pueden preparar
empleando los esquemas de sintesis que se describen a continuacion.

Para sintetizar las series de la serina amida (SA) y del fosfato de serina amida (SAP) (férmula (II)), primero se
sintetizo el precursor S-lactona (25) protegida con t-Boc (ter-butoxicarbonilo). Partiendo de una #-Boc-L-serina (Fi-
gura 2, 24) disponible en el mercado, se introdujeron trifenil fosfina (PPh;) y dietilazidodicarboxilato (DEAD) en
condiciones de Mitsunobo, obteniéndose el compuesto 25 aproximadamente al 50% (Sun et al., 1996). Los intentos
que se llevaron a cabo, empleando el procedimiento desarrollado por Sun et al., para abrir la altamente 14bil S-lactona
25 con diversas aminas primarias a fin de obtener hidroxiamidas, fracasaron a pesar de usar diversos reactivos (trie-
tilamina, etc.)). A continuacion, en lugar del procedimiento de Sun et al., se hizo refluir las aminas primarias con la
B-lactona en tetrahidrofurano (THF), y de este modo se obtuvieron las hidroxiamidas 26-34, protegidas con #-Boc. Se
purificaron los compuestos 26-34 mediante cromatografia en columna flash. Mediante la retirada del grupo protector
t-Boc, mediada por dcido trifluoroacético (TFA), se obtuvieron los compuestos 35-43 en forma de sales de TFA.

Para sintetizar los compuestos 55-59, se fosforilaron las hidroxiamidas 26-30 protegidas por t-Boc. Tras estudiar
detenidamente el compuesto final, se pensé que dicho compuesto final presentaria una regién altamente hidr6foba
y una regién altamente hidrdéfila. Dichas regiones podrian ocasionar problemas durante el proceso de extraccién o
fijarse a la columna durante la fase de purificacién. Para evitar estos posibles problemas, se empleé un procedimiento
basado en el fosforamidato. La hipétesis era que, empleando este procedimiento basado en el fosforamidato, se podrian
proteger los grupos hidroxil-fosfato, con lo que la molécula se volveria completamente hidréfoba y ello facilitaria su
purificacién.

Esencialmente, se emple6 una combinacién de procedimientos con el fin de obtener los productos deseados (55-
59) (Lynch et al., 1997; Bittman et al., 1996; Liu et al., 1999). Las hidroxiaminas de partida (26-30) fueron lavadas
repetidamente con una piridina anhidra, y luego fueron secadas en condiciones de alto vacio durante mas de 48 ho-
ras. Se mantuvo a las hidroxiaminas lavadas con piridina en una atmésfera compuesta de argéon. Después, se afiadié
1H-tetrazol y una mezcla 1:1 de THF/CH,Cl, recién destilados. Se afiadié asimismo el compuesto fosforilador di-
bencildiisopropil fosforamidato. Tras monitorizar la reaccién mediante cromatografia en capa fina (TLC), se oxido el
fosfonato a fosfato in situ empleando acido peracético. La mezcla de reaccién fue purificada mediante cromatografia
en columna, obteniendo los compuestos 50-54 en forma de fosfatos protegidos por bencilo. La retirada de los grupos
protectores bencilo se llevé a cabo en etanol, sometiendo los compuestos 50-54 a una reduccién catalitica empleando
paladio al 10% sobre carbén activado (Pd/C) en una atmdsfera de H, a 60 psi (4,13 bares), obteniendo como resultado
los compuestos 55-59 (Figura 3). Haciendo reaccionar el compuesto 56 con anhidrido acético se obtuvo el compuesto
56a (Figura 3).

Una vez determinada la técnica de fosforilacién adecuada para la sintesis de la serie de la SAP (compuestos 55-
59), se emple6 un procedimiento similar para la sintesis de los biofosfatos (Figuras 4 y SA-B). Se lavaron los dioles
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60-62 (disponibles en el mercado) con piridina anhidra, y luego se los secé durante 48 horas en condiciones de alto
vacio. Estos dioles secados (60-62) fueron disueltos en una mezcla 1:1 de THF/CH,Cl, recién destilados, y luego se
afiadié 1H-tetrazol. A esta mezcla, agitada, se le afiadié dibencildiisopropil fosforamidato. La mezcla de reaccién fue
monitorizada mediante cromatografia en capa fina, y en el momento adecuado se oxid6 el fosfonato a fosfato in situ
empleando 4cido peracético. La mezcla de reaccién fue purificada mediante cromatografia en columna, obteniendo
los compuestos 63-65 en forma de difosfatos protegidos por bencilo. La retirada de los grupos protectores bencilo se
llevé a cabo en etanol, sometiendo los compuestos 63-65 a una reduccién catalitica empleando paladio al 10% sobre
carb6n activado (Pd/C) en una atmésfera de H, a 60 psi (4,13 bares), obteniendo como resultado los compuestos 66-
68 en forma de difosfatos. Se empled un procedimiento similar al descrito para la sintesis de los compuestos 66-68
con el fin de obtener los compuestos 85-92.

Aunque los compuestos 85-92 son 1,2-difosfatos, la Figura 5B ilustra la sintesis de 1,3-difosfatos. Como mate-
rial de partida se emple6 2-fenoxi-1,3-propano-diol disponible en el mercado. Primero se protegi6 el compuesto de
partida con -BuOK en presencia de yoduro de metilo, y después se realiz6 una hidrogenacién catalitica para obtener
un compuesto intermedio que posteriormente se hizo reaccionar con un haluro (RX, donde R es lo definido anterior-
mente para R'). Posteriormente, el compuesto intermedio recuperado fue tratado con AICl; en presencia de etil-SH,
obteniendo un 1,3-diol que presenta el grupo RO unido al C2 del esqueleto. El 1,3-diol recuperado fue disuelto en
una mezcla 1:1 de THF/CH,Cl, recién destilados, y luego se afiadié 1H-tetrazol. A esta mezcla, agitada, se le afiadi6
dibencildiisopropil fosforamidato. La mezcla de reaccion fue monitorizada mediante cromatografia en capa fina, y en
el momento adecuado se oxidé el fosfonato a fosfato in sifu empleando 4cido peracético. La mezcla de reaccién fue
purificada mediante cromatografia en columna, obteniendo compuestos difosfato protegidos por bencilo. La retirada
de los grupos protectores bencilo se llevé a cabo en etanol, sometiendo los compuestos a una reduccién catalitica
empleando paladio al 10% sobre carbén activado (Pd/C) en una atmdsfera de H, a 60 psi (4,13 bares), obteniendo
como resultado los compuestos 1,3-difosfato.

Para sintetizar los pirofosfatos, como material de partida se empled tosilato glucidico ((2R)(-) o (2R)(+)) (Figuras
6A-B). La apertura del anillo fue catalizada por un acido de Lewis, por ejemplo, BF;, en presencia de un alcohol,
obteniéndose un compuesto intermedio protegido por tosilato en la posiciéon C1. En el paso siguiente, el alcohol de
la posicién C2 fue reemplazado por un grupo R (por ejemplo, R! tal como se ha descrito anteriormente) empleando
un exceso de R-triflato y 2,6-di-fer-butil-4-metilpiridina, obteniéndose el compuesto intermedio diéter. Tratando el
compuesto intermedio diéter con tris(tetra-n-butilamonio) hidrégeno pirofosfato se provocé un ataque nucleofilico al
tosilato, de manera que el tosilato fue reemplazado por su sustituyente pirofosfato en la posicién C1.

Para producir un pirofosfato, el compuesto intermedio protegido por tosilato fue tratado con alcohol bencilico en
presencia de anhidrido triflico y de 2,6-di-ter-butil-4-metilpiridina, que bencila el compuesto intermedio en la posicién
C2. Primero se retir6 el grupo protector tosilato del compuesto intermedio bencilato mediante la accién de superéxido
potasico en presencia de 18-corona-6, obteniéndose un grupo hidroxilo en la posicién C1 que fue reemplazado por un
grupo R (por ejemplo, R! tal como se ha descrito anteriormente) empleando un exceso de R-triflato y 2,6-di-ter-butil-
4-metilpiridina. El compuesto intermedio diéter resultante seguia presentando el grupo protector bencilo en la posicién
C2. El grupo protector bencilo fue retirado mediante hidrogenacién y el grupo hidroxilo resultante fue tosilado por
accion de la piridina y del cloruro de p-toluensulfonilo, obteniéndose un diéter que presentaba un grupo tosilo en la
posicion C2. El grupo tosilo fue retirado por ataque nucleofilico mediante tratamiento con tris(tetra-n-butilamonio)
hidrégeno pirofosfato, de manera que el tosilato fue reemplazado por un sustituyente pirofosfato en la posiciéon C2.

Las Figuras 15 y 16 ilustran esquemas alternativos para la preparacion de fosfatos y difosfatos (asi como pirofos-
fatos, fosfonatos, etc.).

En la Figura 15, como material de partida se empleé bromuro glucidico, junto con un alcohol (ROH). Las condicio-
nes de reaccion incluyeron un tratamiento con K,COs;, seguido de un tratamiento con la sal aménica de CsHsCH,N*
(C,H;);Cl17, que provocaron el desplazamiento del bromuro por parte del grupo R. Después, se abri6 el anillo del
compuesto intermedio glucidico tras un tratamiento con HCI 1M en éter y un alcohol (R'OH), obteniéndose un com-
puesto intermedio diéter que presentaba un grupo hidroxi en la posiciéon C2. Se mezcld el diéter con 1H-tetrazol, y a
la mezcla, agitada, se le afiadi6 dibencildiisopropil fosforamidato. La mezcla de reaccién fue monitorizada mediante
cromatografia en capa fina, y en el momento adecuado se oxidé el fosfonato a fosfato in situ empleando 4cido pera-
cético. La mezcla de reaccién fue purificada mediante cromatografia en columna, obteniendo fosfatos protegidos por
bencilo. La retirada de los grupos protectores bencilo se llevo a cabo en etanol, sometiendo los fosfatos protegidos por
bencilo a una reduccidn catalitica empleando paladio al 10% sobre carbén activado (Pd/C) en una atmésfera de H, a
60 psi (4,13 bares), obteniendo como resultado compuestos monofosfato.

En la Figura 16 se empled un esquema de reaccion similar, salvo que en vez de hacer reaccionar el bromuro gluci-
dico con un alcohol (ROH), se empleé BnOH para proteger la posicién C3. Las condiciones de reaccién incluyeron un
tratamiento con K,CO;, seguido de un tratamiento con la sal aménica de CsHsCH,N*(C,H;);Cl™, que provocaron el
desplazamiento del bromuro por parte del grupo Bn. A continuacién se abri6 el anillo del compuesto intermedio glu-
cidico tras un tratamiento con HC1 1M en éter y BnOH anhidro, que protegia la posicién C1. El compuesto intermedio
diéter resultante presentaba un grupo hidroxi en la posicién C2. El diéter fue mezclado con una sal de haluro (RX) en
solucién acuosa de K,COs, obteniéndose un compuesto intermedio que presentaba un grupo R unido por un enlace éter
en la posicidon C2. Se desprotegi6 este compuesto intermedio mediante reduccion catalitica empleando paladio al 10%
sobre carbén activado (Pd/C) en una atmésfera de H, a 60 psi (4,13 bares), obteniendo como resultado un 1,3-diol.
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El 1,3-diol fue combinado con 1H-tetrazol, y a esta mezcla, agitada, se le afiadi6é dibencildiisopropil fosforamidato.
La mezcla de reaccion fue monitorizada mediante cromatografia en capa fina, y en el momento adecuado se oxidé el
fosfonato a fosfato in situ empleando dcido peracético. La mezcla de reaccién fue purificada mediante cromatografia
en columna, obteniendo compuestos difosfato protegidos por bencilo. La retirada de los grupos protectores bencilo se
llevé a cabo en etanol, sometiendo los fosfatos protegidos por bencilo a una reduccién catalitica empleando paladio
al 10% sobre carbon activado (Pd/C) en una atmésfera de H, a 60 psi (4,13 bares), obteniendo como resultado 1,3-
difosfatos.

Empleando el compuesto intermedio diéter preparado como se ilustra en la Figura 6A (por ejemplo, presentando
dicho compuesto intermedio diéter los sustituyentes R y R'), es posible unir una serie de fosfatos y fosfonatos modi-
ficados a la posicién Cl1 tras retirar el grupo tosilo. Como se ilustra en la Figura 7A, se hace reaccionar el compuesto
intermedio, en condiciones de basicidad (pH bdsico), con X*-Z'-PO(O-grupo protector),, donde Z' es -(R*)CH- y X*
es H. Las condiciones de basicidad eliminan el grupo protector tosilato y permiten que el fosfato modificado -Z'-PO
(O-grupo protector), forme un enlace tnico con la posicién C1. Los grupos protectores son retirados tras un tratamien-
to con TMSB, obteniéndose un grupo -(R*)CH-PO(OH), en la posicién C1. Como se ilustra en la Figura 7B, se hace
reaccionar el compuesto intermedio, en condiciones de basicidad, empleando tris(tetra-n-butilamonio), con X*-Z'-PO
(OH)-Z*>-PO(OH),, donde Z' es -O-, Z? es CH,, y X* es H. Las condiciones de basicidad eliminan el grupo protector
tosilato y permiten que el fosfonato modificado -Z'-PO(OH)-Z*-PO(OH), forme un enlace tnico con la posicién C1.
Tras tratamiento con condiciones acidicas y CH;CN, en posicién C1 se instala el grupo -O-PO(OH)-CH,-PO(OH),.
Como se ilustra en la Figura 7C, se hace reaccionar el compuesto intermedio, en condiciones de basicidad, con X*-Z!-
PO(O-grupo protector),, donde Z' es -OCH,CH,- y X* es H. Las condiciones de basicidad eliminan el grupo protector
tosilato y permiten que el fosfato modificado -Z'-PO(O-grupo protector), forme un enlace dnico con la posicién Cl1.
Los grupos protectores son retirados tras un tratamiento con TMSBTr en colidina y un lavado con agua, obteniéndose
un grupo -OCH,CH,-PO(OH,) en la posicién C1.

Para preparar el compuesto fosfato ciclico de conformacién restringida de la férmula (III), como materiales de
partida se emplearon los compuestos 26-30 en el esquema de sintesis que se ilustra en la Figura 11. Se hizo reaccionar
los compuestos 26-30 con 1H-tetrazol, y el producto resultante se traté con di-ter-butil diisopropilfosforamidato, lo
que causd una ciclacion intramolecular. La oxidacion in situ del fosfonato con dcido peracético produjo un compuesto
intermedio fosfato ciclico. La reduccién con TFA produjo los compuestos de la férmula (III).

También es posible preparar otros compuestos de conformacion restringida.

Como se ilustra en la Figura 12, se muestra un esquema alternativo para la preparacion de fosfato ciclicos, en el que
X' y X2 juntos son -O-PO(OH)-O. Se hace reaccionar un compuesto intermedio 1,3-diol, protegido por bencilo, con
POCIl;, y esto produce una ciclacién intramolecular. Mediante tratamiento con paladio al 10% sobre carbén activado
(Pd/C) en una atmésfera de H, (como se ha descrito anteriormente) se obtiene un fosfato ciclico que presenta un grupo
hidroxilo unido al carbono C2. Después, el compuesto intermedio ciclico se trata con un exceso de R-triflato y 2,6-
di-ter-butil-4-metilpiridina, obteniéndose el compuesto definitivo.

Como se ilustra en la Figura 13, se muestra un esquema para la preparacion de un fosfato ciclico, en el que X' y
X2 juntos son -O-PO(OH)-NH-. Empleando como material de partida los compuestos intermedios 35-43 preparados
anteriormente, éstos son tratados con tris(1,2,4-triazol)fosfato, y luego con un lavado de HCl al 2%, lo que produce
una ciclacién intramolecular.

Como se ilustra en la Figura 14, se muestra un esquema para la preparaciéon de un compuesto ciclico en el que
el grupo fosfato no forma parte del anillo; concretamente, X*> y X* juntos son -N(H)-C(O)-N(R")-. Empleando como
material de partida los compuestos intermedios 50-54 preparados anteriormente, éstos son tratados con COCl,, que
inserta un carbonilo entre las aminas unidas a los carbonos C2 y C3 durante la ciclacién. Los grupos protectores
bencilo son retirados del fosfato empleando paladio al 10% sobre carbén activado (Pd/C) en una atmésfera de H, (de
la manera descrita anteriormente).

Otra clase de compuestos que pueden emplearse como agonistas o antagonistas de los receptores del LPA son
compuestos fosfato con dcido graso o compuestos fosfatados de cadena lineal. Como se ilustra en la Figura 8, el n-
alcanol anhidro y el 1H-tetrazol pueden ser disueltos en cloruro de metileno anhidro. Se puede afiadir una solucién de
dibencil-N,N-diisopropil fosforamidito en cloruro de metileno anhidro. Después se puede afiadir 4cido peracético en
cloruro de metileno anhidro, gota a gota, para obtener los compuestos fosfato con dcido graso, protegidos por bencilo,
101-105. Los grupos protectores bencilo son retirados tras tratamiento en metanol anhidro con paladio al 10% sobre
carb6n activado (Pd/C) en una atmésfera de H, (de la manera descrita anteriormente), obteniéndose los compuestos
fosfato con 4cido graso 106-110.

Como alternativa para preparar compuestos fosfato con dcido graso, se pueden preparar también tiofosfatos y ami-
dofosfatos. Por ejemplo, como se ilustra en la Figura 9, se pueden disolver n-mercaptoalcanos y 1H-tetrazol en cloruro
de metileno anhidro. Se puede afiadir una solucién de dibencil-N,N-diisopropil fosforamidito en cloruro de metileno
anhidro. Después se puede afiadir 4cido peracético en cloruro de metileno anhidro, gota a gota, para obtener compues-
tos tiofosfato con acido graso, protegidos por bencilo. Los grupos protectores bencilo son retirados tras tratamiento
en metanol anhidro con paladio al 10% sobre carbén activado (Pd/C) en una atmdsfera de H, (de 1a manera descrita
anteriormente), obteniéndose los compuestos tiofosfato con 4cido graso. Por ejemplo, como se ilustra en la Figura
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10, se pueden disolver una n-alquilamina y 1H-tetrazol en cloruro de metileno anhidro. Se puede afiadir una solucién
de dibencil-N,N-diisopropil fosforamidito en cloruro de metileno anhidro. Después se puede afiadir 4cido peracético
en cloruro de metileno anhidro, gota a gota, para obtener compuestos amidofosfato con dcido graso, protegidos por
bencilo. Los grupos protectores bencilo se eliminan tras tratamiento en metanol anhidro con paladio al 10% sobre
carbon activado (Pd/C) en una atmésfera de H, (de la manera descrita anteriormente), obteniéndose los compuestos
tiofosfato con acido graso.

Cada uno de los esquemas de reaccion identificados anteriormente se pueden modificar adicionalmente atacando
un grupo amina primaria, como se ilustra en las Figuras 17-20. El compuesto intermedio se prepara, por ejemplo, a
partir de los compuestos 50-54 que se trataron con TFA para eliminar el grupo protector -Boc, obteniéndose la amina
primaria en la posicion C2 a la vez que se deja protegido el fosfato.

En la Figura 17, el compuesto intermedio (que presenta una amina primaria en la posicién C2) se ataca con un
haluro de 4cido (por ejemplo, R'COCI), que convierte la amina primaria en una amida (-N(H)-C(O)-R"). Después,
el fosfato protegido por bencilo puede desprotegerse mediante tratamiento con paladio al 10% sobre carbén activado
(Pd/C) en una atmésfera de H, (de la manera descrita anteriormente).

En la Figura 18, el compuesto intermedio (que presenta una amina primaria en la posiciéon C2) se ataca con N-
acetil imidazolina en POClI;, y esto convierte la amina primaria en una amina secundaria (-N(H)-imidazol). También
se pueden emplear imidazolinas sustituidas. Después, el fosfato protegido por bencilo puede desprotegerse mediante
tratamiento con paladio al 10% sobre carbén activado (Pd/C) en una atmésfera de H, (de la manera descrita anterior-
mente).

En la Figura 19, el compuesto intermedio (que presenta una amina primaria en la posicién C2) se ataca con R'CO
(O)Cl, que convierte la amina primaria en un carbamato (-N(H)-C(0)-O-R"). Después, el fosfato protegido por bencilo
puede desprotegerse mediante tratamiento con paladio al 10% sobre carbdn activado (Pd/C) en una atmésfera de H,
(de la manera descrita anteriormente).

En la Figura 20, el compuesto intermedio (que presenta una amina primaria en la posicién C2) se ataca con R'NCO
0 RINCS, y esto convierte la amina primaria en una uramida (-N(H)-C(O)-N(H)-R") o en una tiouramida (-N(H)-C
(S)-N(H)-R"). Después, el fosfato protegido por bencilo puede desprotegerse mediante tratamiento con paladio al 10%
sobre carbén activado (Pd/C) en una atmédsfera de H, (de la manera descrita anteriormente).

Ast, los compuestos no ciclicos de la presente invencién se pueden preparar haciendo reaccionar (Y>O),PO-Z' -
Z" 0 (Y?0),PO-Z'2-P(OH)O-Z"-Z" [donde Z'" es -O(CH,),,- siendo m un niimero entero comprendido entre 1y 50,
0 es -O-; Z'? es -O(CH,),- siendo n un niimero entero comprendido entre 1 y 50, o es -O-; Z'¥ es H o es un primer
grupo saliente o -Z'? -Z'* juntos forman el primer grupo saliente, e Y2 es H o un grupo protector; con un compuesto
intermedio conforme con la férmula (VI), y después, si es necesario, llevando a cabo una etapa de desproteccion.
Ambas etapas (reaccion y desproteccion) se llevan a cabo en condiciones eficaces para la obtencién de un compuesto
segin la férmula (1), en el que X! es (HO),PO-Z'- 0 (HO),PO-Z?-P(OH)O-Z'-, donde Z' y Z? son lo que se ha definido
anteriormente.

El compuesto intermedio de la formula (VI) tiene la siguiente estructura:

xl3

cQ''—CH—cQ"?
Xll )I(IZ
VD

donde
X2y X3 son ambos R'"'-NR'2-A-, siendo cada uno iguales o diferentes entre si;
X! es OH, NH,, SH o un segundo grupo saliente;
A es o bien un enlace directo, o bien (CH,),, siendo k un nimero entero comprendido entre 0 y 30, o es O;

Q"' y Q' son, independientemente, H, 0 =O;
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R'' es, independientemente, hidrégeno; un alquilo de cadena lineal o ramificada de C1 a C30; un alquenilo de
cadena lineal o ramificada de C2 a C30; un anillo aromatico con o sin monosustituciones, disustituciones o tri-
sustituciones del anillo, seleccionadas del grupo de los alquilos, los alcéxidos, los 4cidos y los alcoholes; un acilo
que incluye un anillo aromético; un arilalquilo que incluye un alquilo de cadena lineal o ramificada de C1 a C30;
un ariloxialquilo que incluye un alquilo de cadena lineal o ramificada de C1 a C30; -C(0)-O-R'S; y

R!? es, independientemente, hidrégeno, un alquilo de cadena lineal o ramificada de C1 a C30, un alquenilo de
cadena lineal o ramificada de C2 a C30, un anillo aromatico con o sin monosustituciones, disustituciones o trisus-
tituciones del anillo, un acilo que incluye un alquilo de C1 a C30 o un anillo aromético, un arilalquilo que incluye
un alquilo de cadena lineal o ramificada de C1 a C30, o un ariloxialquilo que incluye un alquilo de cadena lineal
o ramificada de C1 a C30;

R!® es, independientemente, hidrégeno, un alquilo de cadena lineal o ramificada de C1 a C30, un alquenilo de
cadena lineal o ramificada de C2 a C30, un anillo aromatico con o sin monosustituciones, disustituciones o trisus-
tituciones del anillo, un acilo que incluye un alquilo de C1 a C30 o un anillo aromético, un arilalquilo que incluye
un alquilo de cadena lineal o ramificada de C1 a C30, o un ariloxialquilo que incluye un alquilo de cadena lineal
o ramificada de C1 a C30;

si es necesario, después se lleva a cabo una etapa de desproteccion, realizdndose tanto dicha etapa de reaccién
como dicha etapa de desproteccion en condiciones que resultan eficaces para obtener un compuesto segun la férmula
(I), donde X' es (HO),PO-Z'- o (HO),PO-Z*-P(OH)O-Z!-.

Tras preparar los agonistas y antagonistas de los receptores del LPA de la presente invencion, tales compuestos
pueden emplearse para preparar composiciones farmacéuticas adecuadas para tratar pacientes, de las maneras que se
describen de aqui en adelante. Por lo tanto, otro aspecto de la presente invencion se refiere a una composicién farma-
céutica que incluye un portador farmacéuticamente aceptable y un compuesto de los descritos en la presente invencion.
Ademéds, la composicion farmacéutica puede incluir excipientes adecuados, o estabilizantes, y puede tener forma s6-
lida o liquida, por ejemplo, comprimidos, capsulas, polvos, soluciones, suspensiones o emulsiones. Habitualmente, la
composicion farmacéutica contendrd de un 0,01 a un 99 por ciento (preferiblemente, de un 20 a un 75 por ciento) del
compuesto o compuestos activos, y ademds contendrd el portador, el excipiente, el estabilizante, etc.

Las formas de administracién de unidades sélidas pueden ser del tipo convencional. La forma sélida puede ser una
cépsula, como las ordinarias de tipo gelatina, que contenga los compuestos de la presente invencién y un portador,
por ejemplo, lubricantes y sustancias de relleno inertes, tales como lactosa, sacarosa o almidén de maiz. En otra
forma de realizacion, los compuestos de la presente invencion se incluyen en comprimidos, con bases convencionales
para comprimidos, tales como lactosa, sacarosa o almidén de maiz, junto con aglutinantes tales como goma ardbiga,
almidén de maiz o gelatina, y sustancias desintegrantes tales como almidén de maiz, fécula de patata o dcido alginico,
y un lubricante tal como 4cido estedrico o estearato de magnesio.

Los compuestos de la presente invencion pueden asimismo tener una forma de administracién inyectable o tépica,
que se consigue mediante la disolucién o suspensién de estos materiales en un diluyente fisiol6gicamente aceptable y
un portador farmacéutico. Los portadores farmacéuticos pueden ser, entre otros, liquidos estériles, por ejemplo, agua
y aceites, afiadiendo o no un tensoactivo y otro portador farmacéutica y fisiolégicamente aceptable, incluidos, entre
otros, adyuvantes, excipientes o estabilizantes. Aceites ilustrativos son los aceites de petréleo y los de origen animal,
vegetal o sintético, por ejemplo, aceite de cacahuete, aceite de soja o aceite mineral. En general, como portadores
liquidos se prefieren, especialmente para las soluciones inyectables, agua, solucién salina, solucién acuosa de dextrosa
y soluciones azucaradas similares, y glicoles, por ejemplo, propilenglicol o polietilenglicol.

Para el uso como aerosol, se pueden empaquetar los compuestos de la presente invencion, en forma de solucién o
suspension, en un aerosol presurizado junto con los propelentes adecuados, por ejemplo, propelentes hidrocarbonados
tales como propano, butano o isobutano, y con adyuvantes convencionales. Asimismo, es posible administrar los
materiales de la presente invencién en forma no presurizada, por ejemplo, en forma de nebulizador o atomizador.

En funcién del tipo de tratamiento que se lleve a cabo, los compuestos de la presente invencion se pueden ad-
ministrar por via oral, tépica, transdérmica, parenteral, subcutdnea, intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, por
instilacién nasal, por instilacién intracavitaria o intravesical, o por via intraocular, intrarterial, intralesional, o por
aplicacién en las membranas mucosas, por ejemplo, las de la nariz, la garganta o los bronquios.

Son composiciones cubiertas por el &mbito de la presente invencidn todas aquellas que contienen el compuesto de
la presente invencién en una cantidad eficaz para lograr el objetivo que se persigue con ellas. Aunque las necesidades
individuales varian, la determinacién de los intervalos éptimos de cantidades eficaces de cada componente estdn al
alcance de aquellos cualificados en la materia. Las dosificaciones habituales estdn comprendidas entre unos 0,01 y
unos 100/mg/kg de peso corporal. Las dosificaciones preferidas estdn comprendidas entre unos 0,1 y unos 100 mg/kg
de peso corporal. Las dosificaciones que mds se prefieren estdn comprendidas entre unos 1 y unos 100 mg/kg de peso
corporal. La pauta de tratamiento para la administracion de los compuestos de la presente invencién también puede
ser determinada facilmente por los expertos en la materia.
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Se ha descubierto que ciertos compuestos de la presente invencién son tutiles como agonistas de los receptores del
LPA, y que otros compuestos de la presente invencion son utiles como antagonistas de los receptores del LPA. Debido
a las diferencias en su actividad, los diversos compuestos tienen aplicaciones diferentes. El sujeto animal preferido
para la presente invencion es un mamifero, es decir, un individuo perteneciente a la clase Mammalia. La invencién es
particularmente 1itil en el tratamiento de sujetos humanos.

Un aspecto de la presente invencion se refiere a un procedimiento para modular la actividad del receptor del LPA
in vitro, que incluye proporcionar un compuesto de la presente invencién y que tiene actividad como agonista del
receptor del LPA o como antagonista del receptor del LPA, asi como poner en contacto un receptor del LPA in vitro
con el compuesto en condiciones eficaces para modular la actividad del receptor del LPA.

El receptor del LPA estd presente en una célula que expresa normalmente el receptor del LPA, o que ha sido
transformada de algiin modo para que exprese un receptor concreto del LPA. Los receptores del LPA adecuados son,
entre otros, los receptores EDG-2, EDG-4, EDG-7 y PSP-24. En la Tabla 1 expuesta anteriormente en la presente
invencién se indican los tejidos que contienen células que expresan normalmente estos receptores. Cuando se pone
en contacto una célula con el agonista del receptor del LPA o con el antagonista del receptor del LPA descritos en la
presente invencion, el contacto puede llevarse a cabo estando la célula in vitro.

Para expresar heter6logamente estos receptores en células anfitrionas que normalmente no los expresan, puede
insertarse una molécula de dcido nucleico que codifique uno o mas de tales receptores, en orientacién “de sentido” en
un vector de expresion que incluya las adecuadas regiones reguladoras de la transcripcion y la traduccion (es decir,
promotor y sefiales de detencion de la transcripcidn), y a continuacién las células anfitrionas se pueden transformar
mediante el vector de expresion. El vector de expresion puede integrarse en el genoma celular o simplemente estar pre-
sente como material nuclear extracromosémico. La expresion puede ser constitutiva o inducible, aunque la expresion
constitutiva resulta adecuada para la mayoria de los propdsitos.

Las secuencias de nucleétidos y de aminoacidos del EDG-2 son conocidas y han sido descritas en An ef al. (1997b)
y en el Genbank Accession No. U80811 (Nimero de acceso U80811 a Genbank), que se incorporan en la presente
por referencia. Una molécula de dcido nucleico que codifica el EDG-2 tiene una secuencia de nucledtidos segtn el
siguiente Numero identificador de secuencia (Secuencia N° 1):

atggctgcca tctctactic catccctgta attteacage cccagttcac agocatgaat 60
gaaccacagt gcettctacaa cgagtccatt gocttottit ataaccgaag tggaaagecat 120
cttgccacag aatggaacac agteagcaag ctggtgatgg gacttggaat cactgtttgt 180
atcttcatca tgttggccaa cctattggtc atggtggcaa tctatgteaa cogoccgette 240
cattttecta tttattacct aatggetaat ctggetgetg cagacttett tgotgggetg 300
goctacttet atctoatgtt caacacagga cccaatacte ggagactgac tgttagcaca 360
tggctcectgce gtcagggecet cattgacacc agecctgacgg catctgtgge caacttactg 420
gctattgcas tcgagaggca cattacggtt ttecgeatge agctccacac acggatgage 480
aaccggeggg tagtggtggt cattgtggtc atctggacta tggccategt tatgggtget 540
atacccagtg tgggctggaa ctgtatctgt gatattgaaa attgttccas catggeacce 600
ctctacagtg actcttactt agtettetgg gecattttea acttggtgac ctttgtggta 660
atggtggtte tcotatgotca catcectttgge tatgttogec agaggactat gagaatgtet 720
cggcatagtt ctggaccceg goggaategg gataccatga tgagtottot gaagactgtg 780
gtcattgtge ttggggectt tatcatctgc tggactcetg gattggtttt gttacttcta 840
gacgtgtgct gtccacagtg cgacgtgctg gecctatgaga aattctteet teteettget 300
gaattcaact ctgocatgaa ccccatcatt tactcctacce gegacaaaga aatgagegoc 960
acctttagge agatcetcetg ctgecagege agtgagaace ¢caccggcoce cacagaaage 1020
tcagaccget cggettocte cctcaaccac accatettgg ctggagttcoa cageaatgac 1080
cactctgtgg tttag 1085

El receptor EDG-2 codificado tiene una secuencia de aminodcidos segun el siguiente Numero identificador de
secuencia (Secuencia N° 2):

MAAISTSIPV ISQPQFTAMN EPQCPYNESI AFFYNRSGKH LATBEWNTVSK LVMGLGITVC 60
IFIMLANLLYV MVAIYVNRRF HFPIYYLMAN LAAADFFAGL AYFYLMFNTG PNTRRLTVST 120
WLLRQGLIDT SLTASVANLL AIAIERHITV FRMQLHTRMS NRRVVVVIVV IWTMAIVMGA 180
IPSVGWNCIC DIENCSNMAP LYSDSYLVFW AIFNLVTFVV MVVLYAHIFG YVRQRTMRMS 240
RHSSGPRRNR DTMMSLLXTV VIVILGAPIIC WTPGLVLLLL DVCCPQCDVL AYEKFFLLLA 300
BFNSAMNPII YSYRDKBEMSA TFRQILCCQR SENPTGPTES SDRSASSLNH TILAGVHSND 360
HSVV 364
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Las secuencias de nucleétidos y de aminodcidos del EDG-4 son conocidas y han sido descritas en An ef al. (1998b)
y en el Genbank Accession No. NM_004720 (Nimero de acceso NM_004720 a Genbank), que se incorporan en la
presente invencién por referencia. Una molécula de acido nucleico que codifica el EDG-4 tiene una secuencia de
nucledtidos segun el siguiente Numero identificador de secuencia (Secuencia N° 3):
5
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atggtcatca tgggccagtg ctactacaac gagaccatcg gettettcta taacaacagt 60
ggcaaagage tcagctccca ctggcggece aaggatgtgg tegtggtgge actggggetg 120
accgtoageg tgctggtget gatgaccaat ctgectggtea tagcagccakt cgectecaac 180
cgecgottco accoageooat ctactacctg ctaggcaate tggocgegge tgacectotte 240
gcgggegtgg cctacctett cetcatgtitc cacactggte ceccgecacage cegacttteca 300
cttgagggcet ggttcetgeg geagggetty otggacacaa gecteactgo gteggtggee 360
acactgctgg ccatcgecgt ggagoggcac cgcagtgtga tggocgtgea getgocacage 420
cgectgecee gtggeegegt ggtcatgete attgtgggey tgtgggtgge tgccctggge 480
ctggggctge tgectgecea ctectggeac tgectetgtg ccctggaceg ctgetoacge 540
atggcaccec tgctcageeg ctoctatttg gocgtetggg ctetgtogag cstgettgte 600
ttcctgetea tggtggetgt gtacacccge attttettet acgtgeggeg gocgagtgcag 660
cygcatggcag agcatgtcag ctgeccaccee cgcetaccgag agaccacget cagectggte 720
aagactgttg tcatcatect gggggegttc gtggtcetgcot ggacaccagg coaggtggta 780
ctgcteetgy atggtttagg ctgtgagtcc tgcaatgtee tggctgtaga aaagtactte 840
ctactgttgg ccgaggecaa cteactggte aatgotgetg tgtactottg cogagatgot 900
gagatgegee gcacctteccog ccgecttcte tgoctgegogt goctecgeea gtocaccege 960
gagtotgtec actatacatc ctcetgeccag ggaggtgcca gcactcgcat catgettecc 1020
gagaacggcec acccactgat ggactecace ctttag 1056

El receptor EDG-4 codificado tiene una secuencia de aminodcidos conforme con el siguiente Nimero identificador
de secuencia (Secuencia N° 4):

MVIMGQCYYN ETIGFFYNNS GKELSSHWRP KDVVVVALGL TVSVLVLLTN LLVIAAIASN 60
35 RRFHQPIYYL LGNLAAADLF AGVAYLFLMF HTGPRTARLE LEGWFLRQGL LDTSLTASVA 120
TLLATIAVERH RSVMAVQLHS RLPRGRVVML IVGVWVAALG LGLLPAHSWH CLCALDRCSR 180
MAPLLSRSYL AVHWALSSLLV FLLMVAVYTR IFFYVRRRVQ) RMAEHVSCHP RYRETTLSLV 240
KTVVIILGAF VVCHTPGQVV LLLDGLGCES CNVLAVEKYF LLLABANSLV NAAVYSCRDA 300
EMRRTFRRLL CCACLRQSTR ESVHYTSSAQ GGASTRIMLP ENGHPLMDST L 351

40

Las secuencias de nucleétidos y de aminodcidos del EDG-7 son conocidas y han sido descritas en Bandoh et al.
(1999) y en el Genbank Accession No. NM_012152 (Nimero de acceso NM_012152 a Genbank), que se incorporan
en la presente invencion por referencia. Una molécula de 4cido nucleico que codifica el EDG-7 tiene una secuencia de

45

nucleétidos conforme con el siguiente Nimero identificador de secuencia (Secuencia N° 5):

atgaatgagt gtcactatga caagcacatg gacttttttt ataataggag caacactgat 60
actgtcgatyg actggacagg aacaaagctt gtgattgttt tgtgtgttgg gacgtttttc 120
50 tgoctgtita ttrttttttc taattctetg gtcatcgegg cagtgatcaa aaacagazaa 180
tttoatttcc ccttctacta cctgttgget aatttagectg ctgecgattt cttegctgga 240
attgcctatg tattcctgat gtttaacaca ggcecagttt caaaaacttt gactgtcaac 300
cgctggtttc tccgtcaggg gottctggac agtagcttga atgettocet caccaacttg 360
ctggttatcq ccgtggagag gcacatgtca atcatgagga tgcgggtcca tagcaacctg 420
55 accaaaaaga gggtgacact gctoattttg cttgtetggg ccatcgecat ttttatgggg 480
goggtcececa cactgggetg gaattgeete tgcaacatet ctgectgete tteectggee 540
cccatttaca gcaggagtta ccttgttttc tggacagtgt ccaacctecat ggecttcecte 600
atcatggttyg tggtgtacct goggatctac gtgtacgtea agaggaaaac caacgtetty 660
tetecogeata caagtgggte cateagecgce cggaggacac ccatgaagct aatgaagacg 730
60 gtgatgactg tcttagggge gtttgtggta tgetggaccc ogggectggt ggttotgete 780
ctcgacggee tgaactgeag geagtgtgge gtgcageatg tgaasaggtg gttcotgetg 840
ctggegetge tcaactoegt cgtgaacocc atcatctact cctacaagga cgaggacatg 900
tatggcacca tgaagaagat gatctgcectge ttctotcagy agaacccaga gaggcgtcoce 960
65 totegeatee cctcoacagt cotcageagg agtgaocacag gecagocagta catagaggat 1020
agtattagcc aaggtgcagt ctgcemataaa agcacttcect aa 1062
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El receptor EDG-7 codificado tiene una secuencia de aminodcidos conforme con el siguiente Nimero identificador
de secuencia (Secuencia N° 6):

MNECHYDKHM DEFFYNRSNTD TVDDRTGTKL VIVLCVGTFF CLPIPPSNSL VIARAVIKNRK 60
FHFPFYYLLA NLAAADFPAG IAYVFLMFNT GPVSKTLTVN RWFLRQGLLD SSLTASLTNL 120
LVIAVERHMS IMRMRVHSND TKERVTLLIL LVWAIAIFMG AVPTLGWNCL CNISACSSLA 180
PIYSRSYLVF WTVSNLMAFL IMVVVYLRIY VYVEKRKTNVL SPHTSGSISR RRTPMKIMKT 240
VMIVLGAFVV CWIPGLVVLL LDGINCRQCG VQHVKRWFLL LALLNSVVNP IIYSYKDEDM 300
YGTMKKMICC FSQENPERRP SRIPSTVLSR SDTGSQYIRD SISQGAVCNK STS 353

Las secuencias de nucleétidos y de aminoacidos del PSP-24 son conocidas y han sido descritas en Kawasawa et
al. (2000) y en el Genbank Accession No. AB030566 (Nimero de acceso AB030566 a Genbank), que se incorporan
en la presente invencidn por referencia. Una molécula de dcido nucleico que codifica el PSP-24 tiene una secuencia
de nucleétidos segiin el siguiente Nimero identificador de secuencia (Secuencia N° 7):

atggtottot cggeagtgtt gactgogtte catacceggga catcecaacac aacatttgte 60
gtgtatgaaa acacctacat gaatattaca ctcectccac cattccagea tcetgaccte 120
agtccattge ttagatatag ttttgaaace atggeotececa ctggttbgag ttecttgaee 180
gtgastagta cagctgtgce cvacaacacca geageattta agagoctaaa cttgectett 240
cagatcacce tttetgotat aatgatatte attetgtttg bgtettttet tgggaacttg 300
gttgkttgee tecatggttta ccaaaaaget gocatgaggt ctgcaattaa catcctectt 32360
gocagectag cttttgcoaga catgttgett geagtgeotga acatgeocctt tgecctggta 420
actattetta ctaccogatg gatttitygg amattettot gtagggtato tgoctatgttt 480
ttotggttat ttgtgateaga aggagtagec atcetgotca toattagocat agataggttc 540
cttattatag tocagaggea ggataagota aacccatata gagotaaggt totgattgea 600
gtttcttggg caactteott ttgtgtaget ttteetttag ccgtaggama ccccgaccty 660
cagatacctt ccogagctec ccagtgtgtg tttgggtaca caaccaatce aggetaccag 720
gettatgtga tittgatttce teteatttet ttottoatac ccticctggt aatactgtac 780
tcatttatgg geatactcaa cacecttogyg cacaatgoot tgaggatceca tagetaccet 840
gaaggtatat goctoagoca ggocageaaa ctgggtoetca tgagtetgoa gagaccttie 900
cagatgagca ttgacatggg ctttaaaaca cgtgectteca ccactatttt gattetcktt 960
getgtektca ttgtctgety ggccceatte accacttaca geecttgtgge aacattcagt 1020
aagcactttt actateagca caactttttt gagattagea cctggetact gtggetctge 1080
tacctcaaght ctgoattgaa tcocgetgate tactactgga gyaltaayas sttocatgat 1140
gettgeectgg acatgatgee taagtceette aagtttttge cgeagetecoc tggtceacaca 1200
aagcgacgga tacgtcctag tgctgtectat gtgtgtgggy aacatcggac ggtggtgtga 1260

El receptor PSP-24 codificado tiene una secuencia de aminodcidos conforme con el siguiente Nimero identificador
de secuencia (Secuencia N° 8):

MVFSAVLTAF RIGTSNTTFV VYENTYMNIT LPPPPQHPDL SPLLRYSFET MAPTGLSSLT 60
VNSTAVPTTP ARFXSLNLPL QITLSAIMIF ILFVSFLGNL VVCLMVYQKAR AMRSAINILL 120
ASLAPADMLY AVINMPFALV TILTTRWIFG XFPCRVSAMP PWLFVIEGVA ILLIISIDRP 180
LIIVQRUDKL NPYRAKVLIA VSWATSFCVA FPLAVGNPFDL QIPSRAPQCV FGYTINPGYQ 240
AYVILISLIS FFIPFLVILY SFMGILNTLR HNALRIHSYP EGICLSQASK LGLMSLORPF 300
QMSIDMAFKT RAFTTILILF AVPIVCWAPP TTYSLVATFS KHFYYQHNFF EISTWLLWLC 360
YLKSALNPLI YYWRIKKFHD ACLDMMPKSF KFLPQLPGHT KRRIRPSAVY VCGEHRTVV 419

Caracteristicamente, los agonistas de los receptores del LPA inducirdn actividad similar a la del LPA en un receptor
del LPA; dicha actividad se puede medir quimicamente, por ejemplo, midiendo la corriente de Ca** o de CI™ en los
oocitos, o bien, se pueden examinar los cambios en la morfologia, motilidad o proliferacién celular, etc. Por contra,
los antagonistas de los receptores del LPA bloquean la actividad similar a la del LPA en los receptores del LPA. Este
bloqueo también se puede medir quimicamente, por ejemplo, midiendo la corriente de Ca?* o de CI~ en los oocitos, o
examinando los cambios en la morfologia, motilidad o proliferacién celular, etc.

Como se ha expuesto anteriormente, el LPA es una molécula sefializadora que participa en una serie de rutas
celulares diferentes en las que se produce sefalizacion mediante receptores del LPA, incluidos los receptores del LPA
que se han descrito anteriormente en la presente invencién. Por lo tanto, se espera que los compuestos de la presente

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2298 227 T3

invencién modulen los efectos del LPA sobre el comportamiento celular, actuando bien como antagonistas de los
receptores del LPA, bien como agonistas de los receptores del LPA.

Un aspecto de la presente invencién se refiere al uso, en el tratamiento del cancer, de un compuesto de la presente
invencion, y a la administracién de una cantidad eficaz del compuesto a un paciente, de una manera eficaz para tratar
el cancer. Entre los tipos de cancer que se pueden tratar con los compuestos de la presente invencién figuran los
caracterizados por presentar células cancerosas cuyo comportamiento es atribuible, al menos en parte, a la actividad
mediada por el LPA. Habitualmente, estos tipos de cdncer se caracterizan por presentar células cancerosas que expresan
uno o mds tipos de receptores del LPA. Formas representativas de estos tipos de cancer son, entre otras, el cancer de
prostata y el cancer de ovario.

Los compuestos de la presente invencion que resultan particularmente ttiles en el tratamiento del cancer son los
antagonistas de los receptores del LPA.

Los compuestos de la presente invencién se pueden administrar sistémicamente o directamente en un lugar concreto
del cuerpo en el que haya células cancerosas presentes. La administracién de dichos compuestos se puede realizar de
cualquier manera que sea eficaz para hacer llegar el compuesto concreto a las células cancerosas. Sin limitarnos a la
teorfa, podemos decir que se cree que los antagonistas de los receptores del LPA, al unirse a los receptores del LPA,
inhibirén la proliferacion o la metdstasis de las células cancerosas, o que destruirdn dichas células cancerosas. Como se
indica en el Ejemplo 12 (véase mdas adelante), varios compuestos antagonistas de los receptores del LPA de la presente
invencion resultaron citotoxicos para lineas celulares de cdncer de prostata que expresan uno o més receptores del LPA
del tipo que se ha descrito anteriormente.

A la hora de administrar los compuestos antagonistas de los receptores del LPA o las composiciones farmacéuticas
de la presente invencién para tratar el cincer, la composicién farmacéutica puede también contener otros principios
activos terapéuticos o incluir otros tratamientos, o puede administrarse junto con otros principios activos terapéuticos
o tratamientos, ya sea conocidos actualmente o desarrollados en un futuro para el tratamiento de los diversos tipos de
cancer.

La invasién cancerosa es un proceso complejo, integrado por varios pasos, en el que células o conjuntos de células
se desprenden del tumor primario, alcanzan la circulacion sistémica o el sistema linfético, y se distribuyen o difunden
a distintos érganos (Liotta et al., 1987). Durante este proceso, las células tumorales deben detenerse en los capilares,
extravasarse y migrar hasta el estroma del tejido con el fin de establecer focos secundarios. En primer lugar, las células
tumorales deben reconocer sefiales de una célula endotelial que las haga desviarse de la circulacion. En segundo lugar,
las células tumorales deben fijarse a la glicoproteina laminina de la membrana basal mediante los receptores de la
laminina presentes en la superficie celular. Tras fijarse a la membrana basal, las células tumorales secretan proteasas
que degradan la membrana basal. Tras la fijacion y la proteolisis local, el tercer paso de la invasion es la migracién
de las células tumorales. La motilidad celular desempefia una funcién crucial en la invasién y metastasis tumoral.
La relacién existente entre la motilidad de las células tumorales in vitro y el comportamiento metastdsico en los
experimentos llevados a cabo en animales indica que existe una fuerte correlacién directa (Hoffman-Wellenhof ez al.,
1995). Es un hecho bien documentado que los PLGFs promueven la proliferacion y aumentan la invasividad de las
células cancerosas in vitro. Imamura y otros demostraron que las células cancerosas necesitan factores del suero para
llevar a cabo sus invasiones (Imamura et al., 1991), y a continuacién identificaron el LPA como el componente sérico
mads importante que es plenamente capaz de restaurar la invasién por parte de las células tumorales en sistemas en los
que no hay suero (Xu et al., 1995a; Imamura et al., 1993; Mukai et al., 1993).

Se ha demostrado que los PLGFRs se expresan en lineas celulares de cdncer de ovario, concretamente, en las
células OCC1 y HEY. Especificamente, los andlisis mediante TI-PCR demuestran la presencia de receptores EDG-2
y EDG-7 en dichas lineas celulares. Recientemente, Im e al. (2000) demostraron que el EDG-7 se expresa en lineas
celulares de cancer de préstata, concretamente, en las células PC-3 y LNCaP. Los andlisis mediante TI-PCR de las
lineas celulares de céncer de prostata DU-145, PC-3 y LNCaP demostraron que el EDG-2, el EDG-4, el EDG-5 y el
EDG-7 estan presentes en esas tres lineas celulares de cincer de prdstata, y que el EDG-3 estd presente en las lineas
celulares de cancer de préstata LNCaP y DU-145.

Como se indica en los Ejemplos, varios antagonistas de los receptores del LPA de la presente invencion son capaces
de dirigirse contra lineas celulares de cdncer de préstata concretas y lineas celulares de cincer de ovario concretas.
Por lo tanto, los antagonistas de los receptores del LPA de la presente invencién brindan un procedimiento alternativo
para el tratamiento de los cdnceres mediados por el LPA, incluidos el cdncer de prostata y el cdncer de ovario.

Otro aspecto de la presente invencidn se refiere al uso, para el aumento de la proliferacién celular, de los compues-
tos de la presente invencién. Con el fin de poder usar dichos compuestos para aumentar la proliferacién celular, hay
que llevar a cabo dos pasos: proveer un compuesto de la presente invencion que tenga actividad como agonista de un
receptor del LPA, y poner en contacto un receptor del LPA en una célula con el compuesto, de una manera eficaz para
aumentar la proliferacion, inducida por el receptor del LPA, de la célula.

Ademas de las funciones que el LPA desempefia en la modulacion de la actividad de las células cancerosas, existen
pruebas firmes que sugieren que el LPA también desempefa una funcioén fisioldgica en la cicatrizacidn natural de las
heridas. Se cree que el LPA derivado de las plaquetas activadas es responsable, al menos en parte, de la estimulacién
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de la proliferacién celular en los lugares de las heridas, asi como de la inflamacién, posiblemente en sincronia con
otros factores derivados de las plaquetas (Balazs et al., 2000). Ademds, el LPA por si mismo induce la agregacién
plaquetaria, que a su vez puede ser el factor que inicia un elemento de retroalimentacidn positiva sobre la respuesta
agregadora inicial (Schumacher et al., 1979; Tokumura et al., 1981; Gerrard et al., 1979; Simon et al., 1982).

Dada la funcién que el LPA desempeiia en la proliferacién celular, los compuestos que tienen actividad agonista
de los receptores del LPA se pueden utilizar de manera eficaz para promover la cicatrizacién de las heridas.

El objetivo principal del tratamiento de las heridas es lograr el cierre de éstas. Las heridas cutdneas abiertas consti-
tuyen una categoria importante de heridas, y son, entre otras, las heridas por quemadura, las tlceras neuropdticas, las
dlceras por presion, las tlceras por insuficiencia venosa y las tlceras diabéticas. Las heridas cutdneas abiertas suelen
cicatrizar mediante un proceso que consta de seis componentes principales: i) inflamacién, ii) proliferacién de fibro-
blastos, iii) proliferacién de vasos sanguineos, iv) sintesis de tejido conjuntivo, v) epitelizacién y vi) contraccion de la
herida. Cuando estos componentes, ya sea cada uno por su cuenta o de forma conjunta, no funcionan correctamente, la
cicatrizacion de las heridas se ve alterada. Hay numerosos factores que pueden afectar a la cicatrizacion; entre otros,
la malnutricién, las infecciones, los farmacos (por ejemplo, la actinomicina y los corticoesteroides), la diabetes o la
edad avanzada (véase Hunt y Goodson, 1988).

Se ha demostrado que los fosfolipidos son importantes reguladores de la actividad celular, incluida la mitogénesis
(Xu et al., 1995b), la apoptosis, la adhesividad celular y la regulacion de la expresién de los genes. En concreto,
por ejemplo, el LPA produce efectos similares a los de los factores de crecimiento sobre la proliferacion celular
(Moolenaar, 1996) y sobre la migracion celular (Imamura et al., 1993). Ademads, se ha sugerido que el LPA desempefia
una funcién en la regeneracion y la cicatrizacién de las heridas (Tigyi y Miledi, 1992).

En general, las sustancias que promueven una afluencia mas rapida de fibroblastos, células endoteliales y células
epiteliales hacia las heridas deberfan aumentar la velocidad de cicatrizacion de las heridas. Es posible identificar y
probar, en una serie de modelos in vitro e in vivo, compuestos que resulten ttiles como tratamiento para la cicatrizacién
de las heridas.

Los sistemas in vitro constituyen un modelo de diferentes componentes del proceso de cicatrizacion de las heridas,
por ejemplo, el retorno de las células a una monocapa confluyente “herida” de células de cultivos tisulares, por ejemplo,
fibroblastos (Verrier et al., 1986), células endoteliales (Miyata et al., 1990) o células epiteliales (Kartha et al., 1992).
Otros sistemas permiten medir la migracién o proliferacioén de las células epiteliales (Muller et al., 1987; Sato et al.,
1988).

Los modelos in vivo de la cicatrizacién de las heridas son también bien conocidos para aquellos cualificados en la
materia, y son, por ejemplo, la epidermis herida (lesionada) porcina (Ohkawara et al., 1977) o las lesiones de mucosa
oral inducidas por farmacos en el abazén de hamster (Cherrick et al., 1974).

Los compuestos que se muestran eficaces para la cicatrizacién de las heridas se pueden administrar también combi-
nados (es decir, dentro de la misma composicién farmacéutica o mediante administracién simultdnea por vias diferen-
tes) con un medicamento seleccionado de un grupo que consiste en un farmaco antibacteriano, un foirmaco antivirico,
un farmaco antiftingico, un farmaco antiparasitario, un farmaco antinflamatorio, un farmaco analgésico, un farmaco
antipruriginoso, o con una combinacién de estos farmacos.

Para la cicatrizacién de las heridas, un modo de administracion preferido es la via tépica. No obstante, el farmaco
se puede administrar, como alternativa o a la vez, por via parenteral, subcutdnea, intravenosa, intramuscular, intraperi-
toneal o transdérmica. Asimismo, como alternativa, o a la vez, el farmaco se puede administrar por via oral. La dosis
administrada dependerd de la edad, el estado general de salud y el peso del paciente, del tipo de tratamiento simultdneo
que se le esté administrando (si se le estd administrando alguno), de la frecuencia del tratamiento y de la naturaleza
del efecto que se desea lograr.

Para las aplicaciones topicas preferidas, especialmente a la hora de tratar seres humanos y animales que presentan
una herida, se prefiere administrar una cantidad eficaz del compuesto en la zona herida, por ejemplo, superficies
cutdneas. Generalmente esta cantidad oscilard entre 0,001 mg y 1 g por aplicacién, en funcién del area que se deba
tratar, de la gravedad de los sintomas y de la naturaleza del vehiculo tépico empleado. Una preparacion tépica preferida
es una pomada en la que se usen de unos 0,01 a unos 50 mg del principio activo por ml de base de la pomada, tal como
PEG-1000.

Ejemplos
Los siguientes ejemplos tienen como intencién ilustrar, y de ningtin modo limitar, el ambito de la presente inven-

cién, que se expone en las reivindicaciones anexas. Los compuestos que se preparen conforme a los Ejemplos 3, 6, 7,
8 y 9 recaen fuera del &mbito de las reivindicaciones.
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Materiales y procedimientos

Para medir todos los puntos de fusioén, que no hubo que corregir, se emple6 un equipo Thomas-Hoover de medicién
del punto de fusién en tubos capilares.

Se registraron los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) en disolucién de 'H y *C en un espectrémetro
Bruker AX 300 (300, a 75,5 MHz). Los valores de desplazamiento quimico (§) se expresan en forma de partes por
millén (ppm) en relacién con el tetrametilsilano (TMS). Los picos se abrevian de la siguiente manera: s - singlete; d -
doblete; t - triplete; ¢ - cuarteto; sa - singlete ancho; m - multiplete; ma - multiplete ancho; dd - doble doblete; etc.

Se obtuvieron los espectros de resonancia magnética nuclear del protén, del carbono-13 y del fésforo-31 en un
espectrometro Bruker AX 300. Los desplazamientos quimicos para el protén y para el carbono-13 se notifican en
forma de partes por millon (J) en relacion con el tetrametilsilano (TMS). Los espectros para el fésforo-31 se notifican
en forma de partes por millén () en relacién con trifenilfosfato 0,0485 M en acetona-dg a 6 = O ppm.

Se registraron los espectros de infrarrojos (IR) en un Sistema 200-FTIR de Perkin Elmer.

Los espectros de masas se registraron en un espectrémetro Bruker Esquire AG o en un espectrémetro Bruker
Esquire LC/MS por infusién directa empleando la Interfaz de Electrospray (ESI) en modo positivo o negativo. Los
datos espectrales fueron conformes con las estructuras asignadas.

La empresa Atlantic Microlabs, Inc. (Norcross [Georgia], Estados Unidos) realizé andlisis elementales, y los valo-
res hallados estaban dentro de un +0,4% respecto de los valores tedricos.

Para llevar a cabo la cromatografia en columna flash se empleé gel de silice (Merck, malla de 230-400, o malla de
200-425, 60A°).

Se llevé a cabo cromatografia en capa fina analitica en 1dminas (para cromatografia en capa fina) de gel de silice
60 F 254 de Sigma-Aldrich, con soportes de aluminio (grosor de 200 a 250 micras).

Todos los reactivos, disolventes y medios para cromatografia, a menos que se indique lo contrario, fueron compra-
dos a las empresas Aldrich Chemical Company (Milwaukee [Wisconsin], Estados Unidos), Fisher Scientific (Pittsburg
[Pennsylvania], Estados Unidos) o Sigma Chemical Co. (Saint Louis [Missouri], Estados Unidos), sin que se realizase
ninguna purificacion con posterioridad a su compra. Se sec6 tetrahidrofurano (THF) por destilacién sobre sodio meté-
lico, empleando benzofenona como indicador. Se destil6 cloruro de metileno anhidro (CH,Cl,) sobre hidruro de calcio
(CaH,). Todos los monoglicéridos se obtuvieron de Nu-Check-Prep (Minneapolis [Minnesota], Estados Unidos). La
t-Boc-L-serina fue comprada a la empresa Fluka.

Todos los lipidos fueron comprados a la empresa Avanti Polar Lipids (Alabaster [Alabama], Estados Unidos). En
lo que se refiere a la seroalbimina bovina (BSA), se empled seroalbtimina bovina libre de dcidos grasos. Antes de su
uso, se formo un complejo integrado por LPA en una proporcién molar 1:1, con BSA 1 mM disuelta en una solucién
salina equilibrada de Hanks, libre de Ca**, que contenia EGTA 1 mM. Se disolvieron alicuotas de todos los demds lipi-
dos en MeOH (metanol) y se mezclaron con LPA antes de su aplicacidn, o tal como se indique en cualquier otro caso.

El reactivo de transfeccion Cytofectene se compré a la empresa Bio-Rad (Hercules [California], Estados Unidos).
El Fura-2 AM se comprd a la empresa Molecular Probes (Eugene [Oregén], Estados Unidos).

De la empresa Cellgro (Herndon [Virginia], Estados Unidos) se obtuvieron medios de cultivo, suero fetal bovino y
G418.

Las células RH7777, que expresaban de manera estable el EDG-4 humano, fueron amablemente proporcionadas
por el Dr. Kevin Lynch (Universidad de Virginia, Charlottesville [Virginia], Estados Unidos). Los ADNc (etiquetados
con marcadores) que codificaban el EDG-4 y el EDG-7 humanos, insertados en el plasmido de expresion pCDNA3
(Invitrogen, Carlsbad [California], Estados Unidos), fueron un generoso regalo del Dr. Juncen Aoki (Universidad de
Tokio [Tokio], Japén). Asimismo, se obtuvieron células RH7777 y NIH3T3 de la American Type Culture Collection
(Manassas [Virginia], Estados Unidos). Las células HEY fueron proporcionadas por la Dra. Lisa Jennings (Universidad
de Tennesee en Memphis [Tennesee], Estados Unidos). Todas las lineas celulares fueron mantenidas en el medio
Eagle modificado de Dulbecco (DMEM), que contenia suero fetal bovino al 10% y glutamina 2 mM. Los oocitos se
obtuvieron de ranas Xenopus laevis adultas, como se ha descrito anteriormente (Tigyi et al., 1999).

Transfeccion estable

Se transfectaron células RH7777 con los constructos de ADNc que codificaban el EDG-2, EDG-4 o EDG-7 hu-
mano, y a continuacién fueron subclonadas en el vector de expresion pPCDNA3 empleando el reactivo de transfeccién
Cytofectene segin el protocolo del fabricante. Las células transfectadas se seleccionaron en DMEM que contenia
suero fetal bovino al 10% y 1 mg/ml de geneticina. Se recogieron las células resistentes y se subclonaron mediante
dilucién limitante. Después, los clones resultantes fueron evaluados mediante pruebas funcionales y andlisis con TI-
PCR. Los datos son representativos de tres clones individuales.
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Transfeccion transitoria

Se colocaron células RH7777 en portaobjetos de vidrio recubiertos de polilisina (Bellco, Vineland [Nueva Jersey],
Estados Unidos) un dia antes de la transfeccion. Al dia siguiente, se transfectaron las células durante toda la noche (un
periodo de 16 a 18 horas) con 1 ug de ADN pldsmido, mezclado con 6 ul de Cytofectene. Después, se enjuagaron las
células con DMEM vy se cultivaron en DMEM que contenia suero fetal bovino al 10%. Al dia siguiente, se enjuagaron
las células con DMEM y se extrajo el suero durante un minimo de 2 horas antes de monitorizar el Ca* intracelular.

Medicion del Ca* intracelular y andlisis de datos

Se monitorizaron los cambios en el Ca** intracelular empleando el indicador (fluorescente) de Ca*" Fura-2 AM
descrito anteriormente (Tigyi et al., 1999). Los puntos de datos de las mediciones del Ca®* intracelular representan
el drea pico total de los incrementos transitorios de Ca** provocados segtin lo determinado mediante el software FL
WinLab (Perkin-Elmer, Wellesley [Massachusetts], Estados Unidos). Los puntos de los datos representan el promedio
de al menos 3 mediciones + la desviacién estdndar. La significacion estadistica de los puntos de los datos se determing
mediante la prueba T de Student y los valores fueron considerados significativos a p < 0,05.

Registro electrofisiologico en oocitos de Xenopus

Se registraron las corrientes de C1~ oscilatorias provocadas por el LPA, empleando un sistema de fijacion de voltaje,
de dos electrodos, descrito anteriormente (Tigyi et al., 1999).

Andlisis mediante TI-PCR del ARNm de EDG y PSP24

Se llevé a cabo, mediante TI-PCR (TI = transcriptasa inversa; PCR = reaccién en cadena de la polimerasa), la
identificacién del ARNm para los receptores EDG y PSP24, de la forma descrita anteriormente (Tigyi et al., 1999),
empleando las siguientes secuencias de oligonucleétidos:

EDG-1

Cebador directo 5’-gTCATCGTCCGGCATTACAACTA-3' (SEC.-ID-
Nr. 9);

Cebador inverso 5‘-GAGTGAGCTTGTAGGTGGTG351-3’ (SEC.-ID-Nr.
10);

EDG-2

Cebador directo 5'-4sAGATCTGACCAGCCGACTCAC-3’ (SEC.-ID-Nr.
11);

Cebador inverso 5'-GTTGGCCATCAAGTAATAAATA,)2-3" (SEC.-ID-
Nr. 12);

EDG-3

Cebador directo 5’'-137CTTGGTCATCTGCAGCTTCATC-3* (SEC.-ID-
Nr. 13);

Cebador inverso 5'-TGCTGATGCAGAAGGCAATGTAsy;-3° (SEC.-ID-
Nr. 14);

EDG-4

Cebador directo 57 -433CTGCTCAGCCGCTCCTATTTG-3' (SEC.-ID-Nr.
15);

Cebador inverso b5'-AGGAGCACCCACAAGTCATCAG;185-3’ (SEC.-ID-
Nr. 16);
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EDG-5

Cebador directo 5'-1;ATGGGCAGCTTGTACTCGGAG-3’ (SEC.-ID-Nr.
17);

Cebador inverso 5’'-CAGCCAGCAGACGATAAAGAC7,0-3’ (SEC.-ID-Nr.
18);

EDG-6

Cebador directo 5'-,530TGAACATCACGCTGAGTGACCT-3’ (SEC.-ID-
Nr. 19);

Cebador inverso 5’'-GATCATCAGCACCGTCTTCAGCq99-3’' (SEC.-ID-
Nr. 20);

EDG-7

Cebador directo 5’'-9;AGCAACACTGATACTGTCGATG-3’ (SEC.-ID-
Nr. 21);

Cebador inverso 5'-GCATCCTCATGATTGACATGTG446-3' (SEC.-ID-
Nr. 22);

EDG-8

Cebador directo 5'-ggATCTGTGCGCTCTATGCAAGGA-3" (SEC.-ID-
Nr. 23);

Cebador inverso 5'-GGTGTAGATGATAGGATTCAGCA;161-3' (SEC.-ID-
Nr. 24);

PSp24

Cebador directo 5’ -330CTGCATCATCGTGTACCAGAG-3’ (SEC.-ID-Nr.
25); vy

Cebador inverso 5’'-ACGAACTCTATGCAGGCCTCGCi1184-3’ (SEC.-ID-
Nr. 26).

Prueba de proliferacion celular

Se determind, mediante recuento directo de células, la proliferacion de las células NIH3T3, de la forma descrita
anteriormente (Tigyi et al., 1999). Se colocaron las células NIH3T3 en placas de 24 pocillos, a una densidad de 10000
células/pocillo, en DMEM que contenia suero fetal bovino al 10%. Al dia siguiente se lavaron las células y se las privé
de suero, en DMEM, durante 6 horas. Luego se afiadieron lipidos durante 24 horas. El nimero de células se determind
realizando recuentos en un contador Coulter (de la empresa Coulter Electronics, Hialeah [Florida], Estados Unidos).

Incorporacién de *H-timidina

La incorporacién de *H-timidina a las células RH7777 se determiné de la manera descrita anteriormente (Tigyi et
al., 1994).

Ejemplo 1
Sintesis de N-(ter-butoxicarbonil)-L-serina 3-lactona

Compuesto intermedio 25

Se equipd un matraz de tres bocas de 500 ml de un termémetro para bajas temperaturas y de un embudo de goteo
de 100 ml. Todos los utensilios de vidrio se secaron a la llama y se enfriaron hasta que alcanzaron la temperatura
ambiente bajo argén (Ar) antes de su uso. Al matraz se le afiadi6 trifenilfosfina (Ph;P) (10 gr, 38 mmol, secada sobre
P,0s en condiciones de vacio durante 72 horas) y THF recién destilado (190 ml). Se enfri6 y agit6 la solucién a

-78°C (bafio de hielo seco-acetona) bajo argén. Agitando vigorosamente, se afiadié dietil azodicarboxilato (DEAD)
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(6,2 ml, 39,9 mmol) mediante una jeringuilla a lo largo de un periodo de 30 minutos. Una vez finalizada la adicién,
se agitd la mezcla (durante unos 30-40 minutos) hasta obtener una pasta blanca lechosa. A esta mezcla de reaccion se
le afadid, gota a gota, a lo largo de un periodo de 45 minutos, una solucién de N-(ter-butoxicarbonil)-L-serina (24)
(7,79 gr, 38 mmol, secada sobre P,Os en condiciones de vacio durante 72 horas) en THF recién destilado (75 ml). La
mezcla obtenida fue agitada durante toda la noche a -78°C bajo argén y luego se dejo que se calentase hasta alcanzar
0°C (cuando la temperatura alcanz6 -10°C, se colocé el matraz en un bafio de hielo). Transcurridos aproximadamente
30 minutos, el bafio de hielo se reemplazé con un bafio Maria, se agité la mezcla de reaccion durante 2 horas, y se
concentré dicha mezcla de reaccién en un evaporador rotatorio hasta obtener un aceite de color amarillo pélido a 30°C.
Después, este aceite fue tratado con hexanos/EtOAc al 25% (100 ml) y el s6lido de color blanco resultante fue extraido
mediante filtracién y lavado con hexanos/EtOAc al 25% (2 x 70 ml); el filtrado combinado fue concentrado, y el aceite
residual fue sometido a cromatografia en columna flash sobre gel de silice con hexanos/EtOAc al 25% (500 ml) y al
30% (1500 ml), sucesivamente.

Se combinaron las fracciones adecuadas para obtener 3,4 g (47%) de 25 en forma de sélido blanco: pf (punto de
fusién) 119-121°C dec. (Lit. 119,5-120,5°C dec.); RMN 'H (CD,Cl,) 6 1,44 (s, 9H), 4,38-4,42 (m, 2H), 4,96-5,03 (c,
J, =6,1 Hz, J, = 12,5 Hz, 1H), 5,39 (s, br 1H); RMN *C (CD,Cl,) d 28,31, 60,01, 66,63, 81,50, 155,01, 169,94; IR
(KBr) 3361, 2978, 1843, 1680, 1533, 1370, 1292 cm™'; anélisis calculado para CgH3NO,: C, 51,33; H, 6,94; N, 7,50.
Encontrado: C, 51,41; H, 7,01; N, 7,51.

Ejemplo 2
Sintesis de los compuestos 26-34

Los utensilios de vidrio que se emplearon se secaron a la llama y se enfriaron hasta que alcanzaron la temperatura
ambiente en atmdsfera de argén. La reaccion se llev a cabo en atmdsfera de argén. Se destil6 el THF antes de usarlo.

Compuesto 26
ter-butil N-[I-(hidroximetil)-2-(nonilamino)-2-oxoetil Jcarbamato

Se afiadié N-(fer-butoxicarbonil)-L-serina 8-lactona (300 mg, 1,60 mmol) a una solucién de decilamina (490 mg,
3,20 mmol) en THF (60 ml) y se hizo refluir esta mezcla a lo largo de toda la noche bajo argén. La mezcla de reaccién
fue concentrada en un evaporador rotatorio. El residuo fue sometido a cromatografia en columna flash, eluyendo con
hexanos/EtOAc de composicion diversa.

Se mezclaron las fracciones adecuadas, y se las concentré en condiciones de vacio hasta secarlas, obteniendo 290
mg (52%) de 26 en forma de polvo ceroso de color blanco: pf 50-52°C; RMN 'H (CDCl;) 6 0,88 (t, J = 6,4 Hz, 3H),
1,26 (s, 14H), 1,46 (s, 9H), 3,04 (sa, 1H), 3,16-3,34 (m, 2H), 3,63 (m, 1H), 4,06-4,15 (m, 2H), 5,53 (sa, 1H), 6,63 (sa,
1H); RMN BC (CDCl,) 6 1409, 22,65, 26,80, 28,27, 29,24, 29,27, 29,37, 29,50, 29,51, 31,86, 39,43, 54,34, 62,87,
77,20, 80,34, 171,52; IR (KBr) 3282, 3098, 2929, 2856, 1666, 1547, 1467, 1369, 1300, 1248, 1179 cm™'; andlisis
calculado para C;cH;,N,O4: C, 62,76; H, 10,53; N, 8,13. Encontrado: C, 63,00; H, 10,46; N, 7,98.

Compuesto 27
ter-butil N-[I-(hidroximetil)-2-oxo-2-(tetradecilamino)-etil Jcarbamato

Se afiadié N-(ter-butoxicarbonil)-L-serina S-lactona (200 mg, 1,06 mmol) a una solucién de tetradecilamina (273
mg, 1,28 mmol) en THF (40 ml) y se hizo refluir esta mezcla a lo largo de toda la noche bajo argén. La mezcla
de reaccién fue concentrada en un evaporador rotatorio. El residuo fue sometido a cromatografia en columna flash,
eluyendo con hexanos/EtOAc de composicion diversa.

Se mezclaron las fracciones adecuadas y se las concentré en condiciones de vacio hasta secarlas, obteniendo 245
mg (57%) de 27 en forma de polvo de color blanco: pf 59-62°C; RMN 'H (CDCl,) 6 0,88 (t, J = 6,3 Hz, 3H), 1,25 (s,
24H), 1,45 (s, 9H), 3,15-3,36 (m, 3H), 3,63-3,65 (m, 1H), 4,07-4,13 (m, 2H), 5,60-5,63 (m, 1H), 6,72 (sa, 1H); RMN
3C (CDCHL) 6 14,10, 22,66, 26,81, 27,99, 28,27, 29,25, 29,33, 29,37, 29,50, 29,57, 29,62, 29,66, 31,90, 39,47, 54,58,
62,87, 77,20, 80,52, 156,34, 171,37; IR (KBr) 3345, 2920, 2852, 1708, 1688, 1655, 1637, 1572, 1529, 1472, 1248,
1173 cm™'; andlisis calculado para C,,H,,N,0,: C, 65,96; H, 11,07; N, 6,99. Encontrado: C, 66,04; H, 11,17; N, 6,96.

Compuesto 28

ter-butil N-[I-(hidroximetil)-2-(octadecilamino)-2-oxoetil Jcarbamato

Se anadié N-(ter-butoxicarbonil)-L-serina S-lactona (300 mg, 1,60 mmol) a una solucién de octadecilamina (516
mg, 2,08 mmol) en THF (60 ml) y se hizo refluir esta mezcla a lo largo de toda la noche bajo argén. La mezcla

de reaccién fue concentrada en un evaporador rotatorio. El residuo fue sometido a cromatografia en columna flash,
eluyendo con hexanos/EtOAc de composicion diversa.
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Se mezclaron las fracciones adecuadas y se las concentré en condiciones de vacio hasta secarlas, obteniendo 300
mg (41%) de 28 en forma de polvo de color blanco: pf 69-71°C; RMN 'H (CDCI;) 6 0,88 (t, J = 6,3 Hz, 3H), 1,25
(s, 30H), 1,46 (s, 9H), 3,03 (sa, 1H), 3,16-3,34 (m, 2H), 3,63 (m, 1H), 4,05-4,21 (m, 2H), 5,64 (sa, 1H), 6,62 (sa,
1H); RMN 3C (CDCl,) ¢ 14,10, 22,68, 26,81, 28,28, 29,25, 29,35, 29,51, 29,58, 29,69, 31,91, 39,43, 54,29, 62,87,
77,20, 171,53; IR (KBr) 3345, 2919, 2852, 1687, 1636, 1570, 1528, 1473, 1305, 1173 cm™!; andlisis calculado para
C,Hs,N,O, - 0,2C,H;0,: C, 67,86; H, 11,39; N, 5,91. Encontrado: C, 67,59; H, 11,46; N, 6,1.

Compuesto 29
ter-butil N-{1-(hidroximetil)-2-oxo-2-[4-tetradeciloxi)anilino Jetil carbamato

Se afiadié N-(fer-butoxicarbonil)-L-serina S-lactona (91 mg, 0,490 mmol) a una solucién de 4-(tetradeciloxi)ani-
lina (150 mg, 0,490 mmol) en THF (40 ml) y se hizo refluir esta mezcla durante 48 horas bajo argén. La mezcla de
reaccion fue concentrada en un evaporador rotatorio. El residuo fue sometido a cromatografia en columna flash (dos
veces), eluyendo con hexanos/EtOAc de composicion diversa.

Se mezclaron las fracciones adecuadas y se las concentré en condiciones de vacio hasta secarlas, obteniendo 110
mg (45%) de 29 en forma de polvo de color blanco: pf 92-94°C; RMN 'H (CDCl;) 6 0,87 (t, J = 6,6 Hz, 3H), 1,25
(s, 22H), 1,48 (s, 9H), 1,76 (m, 2H), 3,67-3,72 (dd, J, = 4,9 Hz, J, = 7,2 Hz, 1H), 3,92 (t, J = 6,5 Hz, 2H), 4,23-4,26
(m, 2H), 5,65 (sa, 1H), 6,83-6,87 (m, J, = 8,9 Hz, 2H), 7,36-7,40 (m, J, = 8,9 Hz), 8,6 (sa, 1H); RMN *C (CDCl;)
0 14,10, 22,69, 26,01, 28,28, 29,25, 29,34, 29,39, 29,56, 29,58, 29,64, 31,91, 62,53, 68,30, 77,20, 111,17, 114,81,
121,70, 130,25, 156,22, 169,78; IR (KBr) 3304, 2920, 2852, 1658, 1514, 1472, 1238, 1174 cm™'; anélisis calculado
para C,sH,;N,Os - 0,05CHCL;: C, 67,56; H, 9,71; N, 5,62. Encontrado: C, 67,80; H, 9,67; N, 5,60.

Compuesto 30
ter-butil N-[1-(hidroximetil)-2-(4-metoxianilino)-2-oxoetil Jcarbamato

Se afiadié N-(fer-butoxicarbonil)-L-serina S-lactona (151 mg, 0,8 mmol) a una solucién de p-anisidina (100 mg,
0,8 mmol) en THF (20 ml) y se hizo refluir esta mezcla a lo largo de toda la noche bajo argén. La mezcla de reaccién
fue concentrada en un evaporador rotatorio. El residuo fue sometido a cromatografia en columna flash, eluyendo con
hexanos/EtOAc de composicién diversa.

Se mezclaron las fracciones adecuadas y se las cristalizé sobre hexanos/CHC]l;, obteniendo 135 mg (54%) de 30
en forma de polvo de color blanco: pf 109-111°C; RMN 'H (CDCl;) 6 1,48 (s, 9H), 3,68-3,73 (m, 1H), 3,80 (s, 3H),
4,24-4,27 (m, 2H), 5,68 (sa, 1H), 6,83-6,88 (m, J, = 9 Hz, 2H), 7,37-7,42 (m, J, = 9 Hz, 2H), 8,61 (sa, IH); RMN *C
(CDCl,) 6 28,29, 54,96, 55,47, 62,54, 81,00, 114,18, 121,78, 130,45, 156,64, 156,98, 169,59; IR (KBr) 3340, 2978,
1673, 1603, 1516, 1298, 1238 cm™!; andlisis calculado para C,;sH,,N,Os: C, 58,05; H, 7,15; N, 9,03. Encontrado: C,
58,04; H, 7,17; N, 9,06.

Compuesto 31
ter-butil N-{I-(hidroximetil)-2-oxo-2-[3-(tetradeciloxi)anilino Jetil}carbamato

Se anadié N-(ter-butoxicarbonil)-L-serina S-lactona (91 mg, 0,490 mmol) a una solucién de 3-(tetradeciloxi)ani-
lina (179 mg, 0,588 mmol) en THF (25 ml) y se hizo refluir esta mezcla fue durante 48 horas bajo argén. La mezcla
de reaccion fue concentrada en un evaporador rotatorio. El residuo fue sometido a cromatografia en columna flash,
eluyendo con hexanos/EtOAc de composicion diversa.

Se mezclaron las fracciones adecuadas y se las concentr6 en condiciones de vacio hasta secarlas, obteniendo 105
mg (43%) de 31 en forma de polvo de color blanco: pf 70-72°C; RMN 'H (CDCl;) 6 0,88 (t, J = 6,6 Hz, 3H), 1,26 (s,
22H), 1,48 (s, 9H), 1,76 (m, 2H), 3,67-3,73 (dd, J, = 5,1 Hz, J, = 6,9 Hz, 1H), 3,93 (t, ] = 6,5 Hz, 2H), 4,23-4,26 (m,
2H), 5,66 (sa, 1H), 6,64-6,68 (m, 1H), 6,93-6,96 (m, 1H),7,19 (t, J, = 8,1 Hz, 1H), 7,23 (t, J,, = 2 Hz, 1H), 8,75 (sa,
1H); RMN 3C (CDCly) 6 14,11, 22,68, 26,02, 28,28, 29,23, 29,35, 29,39, 29,60, 29,66, 31,92, 62,38, 68,07, 77,20,
106,22, 111,10, 111,92, 129,67, 138,54, 159,75; IR (KBr) 3368, 2918, 2851, 1679, 1618, 1498, 1472, 1286 cm™';
andlisis calculado para C3H3N,Os5 - 0,05CHCl;: C, 67,56; H, 9,71; N, 5,62. Encontrado: C, 67,44; H, 9,79; N, 5,57.

Compuesto 32

ter-butil N-[I-(hidroximetil)-2-(3-metoxianilino)-oxoetil Jcarbamato

Se afiadi6é N-(ter-butoxicarbonil)-L-serina S-lactona (200 mg, 1,06 mmol) a una solucién de m-anisidina (171 mg,
1,38 mmol) en THF (30 ml) y se hizo refluir esta mezcla a lo largo de toda la noche bajo argén. La mezcla de reaccién
fue concentrada en un evaporador rotatorio. El residuo fue sometido a cromatografia en columna flash, eluyendo con

hexanos/EtOAc de composicion diversa.

Se mezclaron las fracciones adecuadas, obteniendo 154 mg (46%) de 32 en forma de aceite de color amarillo:
RMN 'H (CDCl,;) 6 1,48 (s, 9H), 3,68-3,73 (dd, J, = 4,8 Hz, J, = 6,9 Hz, 1H), 3,75 (s, 3H), 4,22-4,25 (d, ] = 10,23 Hz,
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2H), 5,66 (sa, 1H), 6,66-6,69 (m, 1H), 6,96-6,99 (m, 1H), 7,21 (t, J, = 8,1 Hz, 1H), 7,24 (m, 1H), 8,79 (sa, 1H); RMN
13C (CDCL) & 28,28, 29,68, 55,30, 62,39, 77,20, 81,11, 105,67, 110,55, 112,15, 129,73, 138,63, 160,19, 169,89.

Compuesto 33
ter-butil N-{1-(hidroximetil)-2-oxo-2-[2-(tetradeciloxi)anilino Jetil }carbamato

Se afiadié N-(fer-butoxicarbonil)-L-serina B-lactona (102 mg, 0,545 mmol) a una solucién de 2-(tetradeciloxi)
anilina (200 mg, 0,645 mmol) en THF (25 ml) y se hizo refluir esta mezcla durante 48 horas bajo argén. La mezcla
de reaccién fue concentrada en un evaporador rotatorio. El residuo fue sometido a cromatografia en columna flash,
eluyendo con hexanos/EtOAc de composicion diversa.

Se mezclaron las fracciones adecuadas y se las concentrd en condiciones de vacio hasta secarlas, obteniendo 33
mg (<10%) de 33 en forma de aceite de color amarillo: RMN 'H (CDCl;) 6 0,88 (t, J = 6,6 Hz, 3H), 1,26 (s, 22H),
1,48 (s, 9H), 1,76 (m, 2H), 3,67-3,73 (dd, J, = 5,1 Hz, J, = 6,9 Hz, 1H), 3,93 (t, J = 6,5 Hz, 2H), 4,23-4,26 (m, 2H),
5,66 (sa, 1H), 6,64-6,68 (m, 1H), 6,93-6,96 (m, 1H), 7,19 (t, J, = 8,1 Hz, 1H), 7,23 (t, J,, = 2 Hz, 1H), 8,75 (sa, 1H);
RMN *C (CDCl;) 6 14,10, 22,68, 25,88, 28,30, 29,17, 29,35, 29,58, 29,64, 29,68, 31,91, 55,73, 63,03, 68,71, 77,20,
111,06, 119,86, 119,86, 120,78, 124,21, 127,27, 147,75, 157,22, 169,25.

Compuesto 34
ter-butil N-[I-(hidroximetil)-2-(2-metoxianilino)-2-oxoetil Jcarbamato

Se afiadié N-(fer-butoxicarbonil)-L-serina S-lactona (200 mg, 1,06 mmol) a una solucién de o-anisidina (238 mg,
1,93 mmol) en THF (30 ml) y se hizo refluir esta mezcla durante 48 horas bajo argén. La mezcla de reaccién fue
concentrada en un evaporador rotatorio. El residuo fue sometido a cromatografia en columna flash, eluyendo con
hexanos/EtOAc de composicidén diversa.

Se mezclaron las fracciones adecuadas y se las cristalizé sobre hexanos/CHCI;, obteniendo 150 mg (45%) de 34
en forma de polvo de color amarillo: pf 92-94°C; RMN 'H (CDCl;) 6 1,49 (s, 9H), 3,87 (s, 3H), 3,73-3,83 (m, 1H),
4,21-4,34 (m, 2H), 5,64 (sa, 1H), 6,86-6,97 (m, 2H), 7,03-7,09 (m, J, = 7,80 Hz, J,, = 1,8 Hz, 1H), 8,28-8,31 (dd, J,
=8,9 Hz, J,, = 1,5 Hz, 1H), 8,9 (sa, 1H); RMN 3C (CDCl,) ¢ 28,28, 55,73, 62,87, 80,65, 110,14, 120,03, 120,97,
124,30, 127,13, 148,33, 169,43; IR (KBr) 3525, 3319, 2982, 1672, 1653, 1548, 1528, 1465, 1256, 1160, 1006 cm™";
andlisis calculado para CsH»,N,Os: C, 58,05; H, 7,15; N, 9,03. Encontrado: C, 58,04; H, 7,07; N, 8,85.

Ejemplo 3
Sintesis de los compuestos 35-43
Compuesto 35
Trifluoroacetato de N-1-nonil-2-amino-3-hidroxipropanamida

Se afiadié TFA (1 ml), gota a gota en atmdsfera de argén, a una solucién enfriada (0°C, mediante bafio de hielo) de
26 (20 mg, 0,0580 mmol) en CH,Cl, (1 ml). Concluida la adicién, se agité la reaccién a temperatura ambiente durante
3 horas, luego se la concentré a presién reducida a temperatura ambiente, y por tltimo se la secé en una bomba de
vacio, obteniéndose 19 mg (95%) de 35 en forma de sélido de color blanco: pf 168-170°C; RMN 'H (CD;0D) §
0,88 (t, J = 6,3 Hz, 3H), 1,27 (s, 14H), 1,50 (m, 2H), 3,20 (t, J] = 6,0 Hz, 2H), 3,70-3,78 (m, 1H), 3,81-3,88 (m,
2H); RMN *C (CD;0D) 6 14,44, 23,74, 27,96, 30,30, 30,42, 30,47, 30,70, 30,73, 30,78, 30,80, 33,10, 40,71, 56,30,
61,77, 167,97; IR (KBr) 3280, 2919, 2850, 1654, 1573, 1464, 1231, 1141, 1089, 1059 cm™!; andlisis calculado para
C3HsN,0,-CF;COOH: C, 50,27; H, 8,16; N, 7,82. Encontrado: C, 50,15; H, 8,30; N, 7,95.

Compuesto 36
Trifluoroacetato de N-1-tetradecil-2-amino-3-hidroxipropanamida

Se anadi6 TFA (1,5 ml), gota a gota en atmdsfera de argén, a una solucion enfriada (0°C, mediante bafio de hielo) de
27 (50 mg, 0,124 mmol) en CH,Cl, (1,5 ml). Concluida la adicién, se agité la reaccidn a temperatura ambiente durante
3 horas, luego se la concentré a presién reducida a temperatura ambiente, y por tltimo se la secé en una bomba de
vacio, obteniéndose 48 mg (94%) de 36 en forma de sélido de color blanco: pf 168-171°C; RMN 'H (CD;0D) 6 0,89
(t,J=6,3Hz, 3H), 1,28 (s, 22H), 3,22 (t, J = 6,0 Hz, 2H), 3,73-3,80 (m, 1H), 3,84-3,91 (m, 2H); RMN "*C (CD;0D)
0 14,43, 23,73, 27,95, 30,29, 30,41, 30,47, 30,69, 30,73, 30,78, 30,80, 33,08, 40,71, 56,29, 61,77, 167,99; IR (KBr)
3277, 2919, 2850, 1656, 1573, 1464, 1231, 1141, 1089, 1059 cm™'; andlisis calculado para C,;H3sN,0,-CF;COOH:
C, 55,06; H, 9,00; N, 6,76. Encontrado: C, 54,94; H, 8,99; N, 6,58.

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2298 227 T3

Compuesto 37
Trifluoroacetato de N-1-octadecil-2-amino-3-hidroxipropanamida

Se afadi6 TFA (1 ml), gota a gota en atmdsfera de argdn, a una solucién enfriada (0°C, mediante bafio de hielo) de
28 (25 mg, 0,0547 mmol) en CH,Cl, (1 ml). Concluida la adicién, se agitd la reaccion a temperatura ambiente durante
3 horas, luego se la concentr6 a presion reducida a temperatura ambiente, y por tltimo se la secé en una bomba de
vacio, obteniéndose 23 mg (92%) de 37 en forma de sélido de color blanco: pf 170-172°C; RMN 'H (CD;0D) 6 0,89
(t,J = 6,4 Hz, 3H), 1,27 (s, 30H), 1,49-1,54 (m, 2H), 3,22 (t, J = 7,0 Hz, 2H), 3,74-3,81 (m, 1H), 3,83-3,91 (m, 2H);
RMN 2C (CD;0D) ¢ 14,43, 23,74, 27,95, 30,30, 30,41, 30,47, 30,69, 30,78, 33,07, 40,71, 56,30, 61,77, 167,97; IR
(KBr) 3276, 2919, 2850, 1657, 1468, 1207, 1181, 1138, 1059 cm™'; andlisis calculado para C,,H;4N,0,-CF;COOH
0,15CH,Cl,: C, 57,53; H, 9,45; N, 5,80. Encontrado: C, 57,45; H, 9,55; N, 5,81.

Compuesto 38
Rrifluoroacetato de N-1-[4-(tetradeciloxi)fenil ]-2-amino-3-hidroxipropanamida

Se afadié TFA (0,050 ml), gota a gota en atmédsfera de argén, a una solucién enfriada (0°C, mediante bafio de
hielo) de 29 (54 mg, 0,110 mmol) en CH,Cl, (0,050 ml). Concluida la adicion, se agit6 la reaccidén a temperatura
ambiente durante 3 horas, luego se la concentr6 a presion reducida a temperatura ambiente, y por dltimo se la secé en
una bomba de vacio, obteniéndose 55 mg (99%) de 38 en forma de sélido de color blanco: pf 135-139°C; RMN 'H
(CD;0D), 6 0,89 (t, ] = 6,3 Hz, 3H), 1,28 (s, 21H), 1,43 (m, 2H), 1,74 (m, J = 6,5 Hz, 2H), 3,86-4,03 (m, 5H), 6,84-
6,88 (m, J, = 9,0 Hz, 2H), 7,41-7,47 (m, J, = 9,0 Hz, 2H); RMN *C (CD,0D) ¢ 14,42, 23,72, 30,41, 30,46, 30,50,
30,67, 30,74, 33,06, 56,81, 61,72, 69,26, 115,71, 122,96, 131,84, 157,80, 166,06; IR (KBr) 3281, 2920, 2852, 1672,
1604, 1559, 1515, 1240, 1210, 1132 cm™'; andlisis calculado para C,3H,N,O5-CF,COOH: C, 59,27; H, 8,16; N, 5,53.
Encontrado: C, 59,48; H, 8,09; N, 5,49.

Compuesto 39
Trifluoroacetato de N-1-(4-metoxifenil)-2-amino-3 hidroxipropanamida

Se afiadié TFA (0,049 ml), gota a gota en atmésfera de argén, a una solucion enfriada (0°C, mediante bafio de hielo)
de 30 (50 mg, 0,161 mmol) en CH,Cl, (0,049 ml). Concluida la adicién, se agité la reaccidén a temperatura ambiente
durante 3 horas, luego se la concentré a presién reducida a temperatura ambiente, y por ultimo se la concentré en
condiciones de vacio hasta secarla, obteniéndose 50 mg (96%) de 39 en forma de sdlido de color blanco: pf 182-
183°C dec.; RMN 'H (CD;0D), 6 3,76 (s, 3H), 3,87-3,94 (m, 1H), 3,97-4,04 (m, 2H), 6,85-6,91 (m, J, = 9,1 Hz, 2H),
7,44-7,49 (m, I, = 9,0 Hz, 2H); RMN "3C (CD,0D) § 55,86, 56,80, 61,73, 115,07, 122,95, 131,99, 158,31, 166,10;
IR (KBr) 3278, 3099, 2964, 1673, 1562, 1517, 1196, 1131 cm™!; andlisis calculado para C,,H;4;N,Os-CF;COOH: C,
44.45; H, 4,66; N, 8,64. Encontrado: C, 44,31; H, 4,67; N, 8,58.

Compuesto 40
Trifluoroacetato de N-1-[3-tetradeciloxi)fenil |-2-amino-3-hidroxipropanamida

Se afiadié TFA (0,062 ml), gota a gota en atmdsfera de argén, a una solucién enfriada (0°C, mediante bafio de
hielo) de 31 (45 mg, 0,091 mmol) en CH,Cl, (0,062 ml). Concluida la adicién, se agité la reaccién a temperatura
ambiente durante 3 horas, luego se la concentré a presién reducida a temperatura ambiente, y por tltimo se la sec6 en
una bomba de vacio, obteniéndose 45 mg (99%) de 40 en forma de sélido de color verde amarillento: pf 115-119°C;
RMN 'H (CD;0D) 6 0,89 (s, J = 6,5 Hz, 3H), 1,28 (s, 21H), 1,43 (m, 2H), 1,75 (m, J = 6,5 Hz, 2H), 3,8-3,93 (m, 4H),
4,01-4,05 (m, 1H), 6,67-6,71 (m, 1H), 7,04-7,07 (m, 1H), 7,20 (t, J, = 8,1 Hz, 1H), 7,28 (m, J, = 2,1 Hz, 1H); RMN
BC (CD;0D) 6 14,14, 23,75, 27,18, 30,38, 30,49, 30,52, 30,73, 30,78, 33,09, 56,96, 61,66, 69,05, 107,71, 111,75,
113,16, 130,72, 140,16, 161,07, 166,36; IR (KBr) 3266, 2920, 2852, 1676, 1608, 1566, 1496, 1438, 1211, 1130, 1045
cm™'; andlisis calculado para Cp;HyN,05-CF;COOH: C, 59,27; H, 8,16; N, 5,53. Encontrado: C, 59,49; H, 8,13; N,
5,41.

Compuesto 41
Trifluoroacetato de N-1-(3-metoxifenil)-2-amino-3-hidroxipropanamida

Se afiadié TFA (1 ml), gota a gota en atmdsfera de argén, a una solucién enfriada (0°C, mediante bafio de hielo) de
32 (120 mg, 0,386 mmol) en CH,Cl, (1 ml). Concluida la adicién, se agité la reaccién a temperatura ambiente durante
3 horas, luego se la concentré a presién reducida a temperatura ambiente, y por tultimo se la secé en una bomba de
vacio, obteniéndose 123 mg (98%) de 41 en forma de sélido de color crema: pf 137-140°C; RMN 'H (CD;0D), 6 3,77
(s, 3H), 3,88-3,99 (m, 2H), 4,01-4,06 (m, 1H), 6,68-6,71 (m, 1H), 7,02-7,10 (m, 1H), 7,22 (t, J, = 8,1 Hz, 1H), 7,29 (t,
J. =2,1 Hz, 1H); RMN 3C (CD;0D) 6 55,70, 56,94; 61,67, 107,14, 111,11, 113,28, 130,73, 140,22, 161,61, 166,43;
IR (KBr) 3265, 1675, 1609, 1566, 1496, 1433, 1268, 1196, 1044 cm™"; andlisis calculado para C,,H;4N,O;-CF;COOH:
C, 44,45; H, 4,66; N, 8,64. Encontrado: C, 44,52; H, 4,59; N, 8,66.
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Compuesto 42
Trifluoroacetato de N-1-[2-(tetradeciloxi)fenil |-2-amino-3-hidroxipropanamida

Se afnadi6 TFA (1 ml), gota a gota en atmdsfera de argén, a una solucién enfriada (0°C, mediante bafio de hielo) de
33 (21 mg, 0,044 mmol) en CH,Cl, (1 ml). Concluida la adicidn, se agité la reaccidn a temperatura ambiente durante 3
horas, luego se la concentrd a presion reducida a temperatura ambiente, y por dltimo se la secé en una bomba de vacio,
obteniéndose 21 mg (95%) de 42 en forma de sélido de color crema: pf 63-66°C; RMN 'H (CD;0D), 5 0,88 (t, ] = 6,5
Hz, 3H), 1,27 (s, 21H), 1,46 (m, 2H), 1,83 (m, J = 7,8 Hz, 2H), 3,90-4,07 (m, 4H), 4,18 (t, J = 5,8 Hz, 1H), 6,87-6,93
(m, 1H), 6,99-7,02 (m, 1H), 7,08-7,14 (m, 1H), 7,96-7,99 (m, 1H); RMN *C (CD;0D) ¢ 14,43, 23,73, 27,70, 30,27,
30,48, 30,57, 30,79, 33,07, 56,198, 61,67, 69,84, 112,93, 121,40, 123,38, 126,80, 127,53, 150,93, 166,74; IR (KBr)
3282, 2925, 2851, 1679, 1556, 1496, 1458, 1213, 750 cm™'; andlisis calculado para C,3H,N,Os5-CF;COOH 0,5H,0:
C, 58,24; H, 8,21; N, 5,43. Encontrado: C, 58,59; H, 8,09; N, 5,24.

Compuesto 43
Trifluoroacetato de N-1-(2-metoxifenil)-2-amino-3-hidroxipropanamida

Se afiadié TFA (1 ml), gota a gota en atmdsfera de argén, a una solucién enfriada (0°C, mediante bafio de hielo) de
34 (80 mg, 0,257 mmol) en CH,Cl, (1 ml). Concluida la adicién, se agit6 la reaccién a temperatura ambiente durante
3 horas, luego se la concentr6 a presion reducida a temperatura ambiente, y por ultimo se la secé en una bomba de
vacio, obteniéndose 81 mg (97%) de 43 en forma de sélido de color crema: pf 131-133°C; RMN 'H (CD;0D), 6 3,88
(s, 3H), 3,91-4,02 (m, 2H), 4,18-4,22 (m, 1H), 6,89-6,94 (m, 1H), 7,01-7,04 (m, 1H), 7,10-7,16 (t, J, = 8,1 Hz, 1H),
8,00-8,03 (t, J., = 2,1 Hz, 1H); RMN 3C (CD;0D) § 56,27, 56,34, 56,47, 61,81, 111,94, 121,52, 123,21, 126,71,
127,54, 151,43, 166,80; IR (KBr) 3271, 1675, 1546, 1499, 1465, 1439, 1268, 1207, 1130 cm™'; anélisis calculado para
C,0H4sN,0;-CF;COOH: C, 44,45; H, 4,66; N, 8,64. Encontrado: C, 44,18; H, 4,57; N, 8,59.

Ejemplo 4
Sintesis de los compuestos intermedios 50-54

Los utensilios de vidrio que se emplearon se secaron a la llama y se enfriaron hasta que alcanzaron la temperatura
ambiente en atmésfera de argén. Se lavo el alcohol de partida con piridina anhidra (tres veces) y luego se lo sec6 (en
condiciones de alto vacio, durante 48 horas). La reaccién se llevé a cabo en una atmésfera de argén. El THF y el
CH,Cl, fueron recién destilados antes de usarlos.

Compuesto 50
ter-butil N-[1-{([di(benciloxi) fosforil Joxi)metil}-2-(nonilamino)-2-oxoetil Jcarbamato

Al compuesto 28 de partida (252 mg, 0,551 mmol) lavado con piridina se le afiadié 1H-tetrazol (231 mg, 3,31
mmol). A esta mezcla se le afiadié una mezcla 1:1 de THF/CH,Cl, recién destilados (50 ml). Transcurridos 10 minutos,
se afiadi6é dibencildiisopropil fosforamidato (1,14 gr, 3,31 mmol), y la reaccién fue agitada en atmdsfera de argén
durante 90 minutos. La cromatografia en capa fina realizada a la mezcla de reaccién revel6 la formacién del producto.
Esta mezcla fue enfriada hasta que alcanzé 0°C (mediante bafio de hielo), y se le afiadié un gran exceso de acido
peracético. Se agitd la mezcla durante otros 35 minutos, y luego se afiadié metabisulfito sédico para neutralizar el
exceso de dcido peracético. Se retiraron el THF y el CH,Cl, en condiciones de presién reducida. El concentrado
resultante fue tratado con EtOAc (acetato de etilo) (70 ml), y luego fue lavado con metabisulfito sédico (2 x 25 ml),
NaHCO; (2 x 30 ml), agua (2 x 30 ml) y solucion salina saturada (2 x 30 ml). La porcién orgéanica fue secada sobre
NaSO, y concentrada a presion reducida. El residuo fue sometido a cromatografia en columna flash, eluyendo con
hexanos/EtOAc de composicion diversa.

Se mezclaron las fracciones adecuadas y se las concentr6 en condiciones de vacio hasta secarlas, obteniendo 195
mg (49%) de 50 en forma de aceite incoloro: RMN 'H (CDCl;) 6 0,87 (t, J = 6,4 Hz, 3H), 1,25 (ma, 29H), 1,34 (m,
2H), 1,44 (s, 9H), 3,17-3,23 (m, 2H), 4,01-4,09 (m, 1H), 4,31-4,43 (m, 2H), 4,96-5,09 (m, 4H), 5,55 (sa, 1H), 6,33 (sa,
1H), 7,31-7,39 (m, 10H); *C (CDCl) ¢ 14,09, 22,66, 26,79, 28,25, 29,24, 29,27, 29,42, 29,50, 29,53, 31,86, 39,68,
66,98, 69,66, 69,73, 77,20, 128,06, 128,10, 128,70, 128,72, 135,02, 168,50; MS (espectrometria de masas) m/z 603
(M-H)"; IR (KBr) 3349, 2919, 2852, 1717, 1685, 1654, 1516, 1470, 1457, 1242, 1163, 1037, 1025, 999 cm™'.

Compuesto 51

ter-butil N-[1-{([di(benciloxi)fosforil Joxi)metil }-2-oxo-2-(tetradecilamino )etil Jcarbamato

Al compuesto 27 de partida (305 mg, 0,761 mmol) lavado con piridina se le afiadié 1H-tetrazol (319 mg, 4,56
mmol). A esta mezcla se le afiadié una mezcla 1:1 de THF/CH,CI, recién destilados (40 ml). Transcurridos 10 minu-
tos, se afiadi6 dibencildiisopropil fosforamidato (1,57 gr, 4,56 mmol) y la reaccién fue agitada en atmésfera de argén

durante 90 minutos. La cromatografia en capa fina realizada a la mezcla de reaccion revel6 la formacién del producto.
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Esta mezcla fue enfriada hasta que alcanzé 0°C (mediante bafio de hielo), y se le afiadié un gran exceso de 4cido pera-
cético. Se agitd la mezcla durante otros 35 minutos, y luego se afladié metabisulfito sédico para neutralizar el exceso
de 4cido peracético. Se retiraron el THF y el CH,Cl, en condiciones de presién reducida. El concentrado resultante
fue tratado con EtOAc (70 ml), y luego fue lavado con metabisulfito sédico (2 x 30 ml), NaHCO; (2 x 40 ml), agua (2
x 35 ml) y solucién salina saturada (2 x 35 ml). La porcién orgdnica fue secada sobre NaSO, y concentrada a presion
reducida. El residuo fue sometido a cromatografia en columna flash, eluyendo con hexanos/EtOAc de composicién
diversa.

Se mezclaron las fracciones adecuadas y se las concentr6 en condiciones de vacio hasta secarlas, obteniendo 451
mg (89%) de 51 en forma de sélido ceroso de color blanco: pf 33-35°C; RMN 'H (CDCl;) 6 0,87 (t, J = 6,4 Hz, 3H),
1,23-1,25 (ma, 22H), 1,44 (s, 2H), 1,52-1,55 (m, 2H), 3,16-3,23 (m, 2H), 4,02-4,09 (m, 1H), 4,31-4,43 (m, 2H), 5,00-
5,15 (m, 4H), 5,57 (sa, 1H), 6,34 (t, J = 5,0 Hz, 1H), 7,31-7,40 (m, 10H); ®C (CDCl;) 6 14,08, 19,03, 22,67, 26,81,
28,27, 29,25, 29,33, 29,44, 29,51, 29,59, 29,62, 29,65, 31,91, 39,69, 46,49, 54,47, 67,00, 67,07, 67,24, 67,32, 69,66,
69,68, 69,74, 76,12, 77,20, 77,84, 80,57, 128,0, 128,05, 128,09, 128,58, 128,64, 128,68, 135,45, 135,54, 135,59,
168,51; andlisis calculado para C;sHs;N,O,P - 1H,0 - 0,5C,H;0,: C, 63,14; H, 8,78; N, 3,88. Encontrado: C, 62,80;
H, 8,38; N, 4,21.

Compuesto 52
ter-butil N-[1-{([di(benciloxi)fosforil Joxi)metil }-2-(octadecilamino)-2-oxoetil Jcarbamato

Al compuesto 26 de partida (270 mg, 0,783 mmol) lavado con piridina se le afiadié 1H-tetrazol (329 mg, 4,70
mmol). A esta mezcla se le afiadié una mezcla 1:1 de THF/CH,CI, recién destilados (50 ml). Transcurridos 10 minu-
tos, se afiadi6 dibencildiisopropil fosforamidato (1,62 gr, 4,70 mmol) y la reaccién fue agitada en atmésfera de argén
durante 90 minutos. La cromatografia en capa fina realizada a la mezcla de reaccion revel6 la formacién del producto.
Esta mezcla fue enfriada hasta que alcanz6 0°C (mediante baifio de hielo), y se le afiadié un gran exceso de dcido pera-
cético. Se agitd la mezcla durante otros 35 minutos, y luego se afiadié metabisulfito s6dico para neutralizar el exceso
de 4cido peracético. Se retiraron el THF y el CH,Cl, en condiciones de presion reducida. El concentrado resultante
fue tratado con EtOAc (50 ml), y luego fue lavado con metabisulfito s6dico (2 x 25 ml), NaHCO; (2 x 25 ml), agua (2
x 25 ml) y solucién salina saturada (2 x 25 ml). La porcién orgénica fue secada sobre NaSO, y concentrada a presién
reducida. El residuo fue sometido a cromatografia en columna flash, eluyendo con hexanos/EtOAc de composicién
diversa.

Se mezclaron las fracciones adecuadas y se las concentré en condiciones de vacio hasta secarlas, obteniendo 135
mg (28%) de 52 en forma de sélido de color blanco: pf 52-54°C; RMN 'H (CDCl;) 6 0,87 (t, J = 6,4 Hz, 3H), 1,23
(ma, 14H), 1,44 (s, 9H), 1,63 (m, 2H), 3,17-3,24 (m, 2H), 4,01-4,09 (m, 1H), 4,30-4,44 (m, 2H), 5,00-5,05 (m, 4H),
5,56 (sa, 1H), 6,32 (sa, 1H), 7,29-7,39 (m, 10H); '*C (CDCl;) 6 14,11, 22,68, 26,80, 28,25, 29,26, 29,35, 29,42, 29,52,
29,60, 29,64, 29,69, 31,91, 39,68, 67,00, 67,07, 69,69, 69,74, 77,20, 127,93, 128,06, 128,10, 128,65, 128,70, 128,73,
135,43, 168,51, 170,07; IR (KBr) 3349, 2919, 2852, 1717, 1685, 1654, 1516, 1242, 1163, 1037, 1025, 999 cm™!;
analisis calculado para CyHgsN,O,P - 0,75H,0 - 1C,HO,: C, 64,56; H, 9,17; N, 3,42. Encontrado: C, 64,23; H, 9,05;
N, 3,78.

Compuesto 53
ter-butil N-{ 1-{([di(benciloxi)fosforil Joxi)metil}-2-ox0-2-[4-(tetradeciloxi)anilino Jetil }carbamato

Al compuesto 29 de partida (310 mg, 0,647 mmol) lavado con piridina se le afiadié 1H-tetrazol (450 mg, 6,42
mmol). A esta mezcla se le afiadié una mezcla 1:1 de THF/CH,CI, recién destilados (40 ml). Transcurridos 10 minu-
tos, se afladi6 dibencildiisopropil fosforamidato (2,21 gr, 6,42 mmol) y la reaccion fue agitada en atmoésfera de argén
durante 90 minutos. La cromatografia en capa fina realizada a la mezcla de reaccion revel6 la formacién del producto.
Esta mezcla fue enfriada hasta que alcanzé 0°C (mediante bafio de hielo) y se le afiadié un gran exceso de acido pera-
cético. Se agitd la mezcla durante otros 35 minutos y luego se afiadié metabisulfito sédico para neutralizar el exceso
de 4cido peracético. Se retiraron el THF y el CH,Cl, en condiciones de presién reducida. El concentrado resultante
fue tratado con EtOAc (70 ml) y luego fue lavado con metabisulfito sédico (2 x 25 ml), NaHCO; (2 x 35 ml), agua (2
x 35 ml) y solucién salina saturada (2 x 35 ml). La porcién organica fue secada sobre NaSQO, y concentrada a presién
reducida. El residuo fue sometido a cromatografia en columna flash, eluyendo con hexanos/EtOAc de composicién
diversa.

Se mezclaron las fracciones adecuadas y se las concentrd en condiciones de vacio hasta secarlas, obteniendo 81
mg (17%) de 53 en forma de sélido de color blanco: pf 74-76°C; RMN 'H (CDCl;) 6 0,87 (t, J = 6,5 Hz, 3H), 1,30
(s, 22H), 1,46 (s, 9H), 1,71-1,80 (m, 2H), 3,91 (t, J = 6,5 Hz, 3H), 4,01-4,16 (m, 1H), 4,42-4,49 (m, 2H), 4,96-5,09
(m, 4H), 5,65 (sa, 1H), 6,80-6,86 (m, J, = 9,0 Hz, 2H), 7,31-7,39 (m, 12H), 8,82 (sa, 1H); *C (CDCl,) ¢ 14,10, 22,67,
26,02, 28,26, 29,26, 29,34, 29,40, 29,57, 29,64, 31,91, 68,31, 69,84, 77,20, 114,79, 121,72, 128,07, 128,13, 128,65,
128,74, 130,03, 166,71; IR (KBr) 3340, 2920, 2852, 1717, 1677, 1513, 1457, 1237, 1059, 998 cm™!; an4lisis calculado
para Cy,Hg N,O4P - 1H,0 - 0,45C¢H ,: C, 66,31; H, 8,63; N, 3,46. Encontrado: C, 65,92; H, 9,02; N, 3,84.
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Compuesto 54
ter-butil N-[1-{([di(benciloxi)fosforil Joxi)metil }-2-(4-metiloxianilino)-2-oxoetil Jcarbamato

Al compuesto 30 de partida (225 mg, 0,725 mmol) lavado con piridina se le afiadi6 1H-tetrazol (254 mg, 3,625
mmol). A esta mezcla se le afiadié una mezcla 1:1 de THF/CH,Cl, recién destilados (20 ml). Transcurridos 10 minu-
tos, se afiadid dibencildiisopropil fosforamidato (1,25 gr, 3,625 mmol) y la reaccién fue agitada en atmdsfera de argén
durante 90 minutos. La cromatografia en capa fina realizada a la mezcla de reaccion revel6 la formacién del producto.
Esta mezcla fue enfriada hasta que alcanzé 0°C (mediante bafio de hielo) y se le afiadi6 un gran exceso de 4cido pera-
cético. Se agit6 la mezcla durante otros 35 minutos y luego se afiadié metabisulfito sédico para neutralizar el exceso
de 4cido peracético. Se retiraron el THF y el CH,Cl, en un evaporador rotatorio. El concentrado resultante fue tratado
con EtOAc (50 ml) y luego fue lavado con metabisulfito sédico (2 x 15 ml), NaHCO; (2 x 25 ml), agua (2 x 25 ml) y
solucidn salina saturada (2 x 25 ml). La porcién orgédnica fue secada sobre NaSO, y concentrada a presion reducida.
El residuo fue sometido a cromatografia en columna flash, eluyendo con hexanos/EtOAc de composicién diversa.

Se mezclaron las fracciones adecuadas y se las concentré en condiciones de vacio hasta secarlas, obteniendo 195
mg (47%) de 54 en forma de sélido de color blanco: pf 82-84°C; RMN 'H (CDCl;) 6 1,44 (s, 9H), 4,11 (s, 3H), 4,09-
4,18 (m, 1H), 4,43-4,51 (m, 2H), 4,98-5,05 (m, 4H), 5,72 (sa, 1H), 6,78-6,82 (m, J, = 9,0 Hz, 2H), 7,26-7,33 (m, 10H),
7,36-7,41 (m, J, = 9,0 Hz, 2H), 8,41 (sa, 1H); *C (CDCl,) ¢ 28,26, 55,45, 66,93, 67,00, 69,76, 69,83, 69,90, 77,20,
80,91, 114,11, 121,75, 128,06, 128,12, 128,64, 128,72, 128,73, 130,38, 135,28, 135,42, 156,62, 166,75; RMN 3'P
(CDCL,) 6 16,72 (1P); IR (KBr) 3337, 2969, 1716, 1689, 1665, 1514, 1457, 1304, 1245, 999 cm™'; andlisis calculado
para C,oH3sN,O4P: C, 61,05; H, 6,18; N, 4,91. Encontrado: C, 60,80; H, 6,20; N, 4,88.

Ejemplo 5
Sintesis de los compuestos 55-59
Compuesto 55
2-amino-3-(nonilamino)-3-oxopropil dihidrégeno fosfato

Se afiadi6 paladio al 10% sobre carbon activado (Pd/C) (cantidad catalitica) a una solucién del compuesto 50 (100
mg, 0,165 mmol) en EtOH (etanol) (15 ml). Se llevé a cabo una hidrogenacién durante 4 horas a 50 psi (3,44 bares).
Transcurridas 4 horas, se determind, mediante cromatografia en capa fina, que la reaccién habia concluido. Se filtré la
mezcla de reaccién a través de Celite y se concentro el eluato en condiciones de presion reducida, obteniéndose 48 mg
(90%) de 55 en forma de polvo de color blanco: pf 196-198°C; RMN 'H (CF;COOD) 6 0,81-0,82 (m, 3H), 1,26-1,30
(m, 14H), 1,59 (m, 2H), 3,37-3,38 (m, 2H), 4,54-4,59 (m, 1H), 4,72-4,81 (m, 2H); RMN "*C (CF;COOD) § 14,66,
24,39, 28,60, 28,60, 30,46, 30,94, 31,16, 31,30, 31,39, 33,81, 43,53, 57,21, 66,42, 167,86; MS m/z 323 (M-H)"; IR
(KBr) 3314, 2920, 2853, 1670, 1575, 1477, 1246, 1063, 1043 cm™'; anélisis calculado para C,3H,,N,OsP-0,5CH;O0H:
C, 47,64; H, 9,18; N, 8,23. Encontrado: C, 47,24; H, 8,84; N, 8,02.

Compuesto 56
2-amino-3-oxo-3-(tetradecilamino)propil dihidrogeno fosfato

Se afiadié paladio al 10% sobre carbén activado (Pd/C) (cantidad catalitica) a una solucién del compuesto 51
(145 mg, 0,219 mmol) en EtOH (15 ml). Se llevé a cabo una hidrogenacién durante 3 horas a 45 psi (3,10 bares).
Transcurridas 3 horas, se determind, mediante cromatografia en capa fina, que la reaccién habia concluido. Se filtré
la mezcla de reaccidn a través de Celite y se concentré el eluato en condiciones de presion reducida, obteniéndose
75 mg (90%) de 56 en forma de polvo de color blanco: pf 189-190°C; RMN 'H (CF;COOD) 6 0,81 (sa, 3H), 1,24
(s, 23H), 1,57 (m, 2H), 3,37 (m, 2H), 4,54-4,58 (m, 1H), 4,73-4,78 (m, 2H); RMN 3C (CF;COOD) ¢ 14,43, 24,16,
28,34, 30,21, 30,69, 31,01, 31,17, 31,22, 31,27, 33,62, 43,27, 56,96, 66,16, 167,60; RMN *'P (CF,COOD) ¢ 17,93
(1P); MS m/z 379 (M-H)"; IR (KBr) 3318, 2923, 2852, 1671, 1657, 1563, 1475, 1242, 1055 cm™!; andlisis calculado
para C;H3;N,OsP: C, 53,67; H, 9,80; N, 7,36. Encontrado: C, 53,40; H, 9,73; N, 7,31.

Compuesto 56a
2-(acetilamino)-3-oxo-3-(tetradecilamino)propil dihidrogeno fosfato

Se afiadi6 un gran exceso de anhidrido acético a una muestra de 56 (20 mg, 0,052 mmol) en 0,5 ml de piridina. Se
dejé que la mezcla se agitase a temperatura ambiente a lo largo de toda la noche. Se retir6 el exceso de piridina y de
anhidrido acético en un evaporador rotatorio. La mezcla resultante se agité con 20 ml de solucién acuosa de HCI. La
mezcla acidica se extrajo con EtOAc (2 x 25 ml). La capa de EtOAc se lavé con agua (2 x 25 ml) y solucidn salina
saturada (2 x 25 ml). La porcién organica fue secada sobre NaSO, y filtrada. Se concentré el eluato en condiciones
de presion reducida, obteniéndose 15 mg (71%) de 56a en forma de sélido gomoso: RMN 'H (CD;OD) 6 0,89 (t,
J =6,3 Hz, 3H), 1,27 (s, 22H), 1,99-2,02 (m, 3H), 3,15-3,20 (m, 2H), 4,10-4,28 (m, 2H), 4,54-4,62 (m, 1H); RMN
13C (CDCl1/CD;0D) 13,48, 16,19, 22,23, 26,50, 28,91, 29,21, 31,48, 30,21, 31,01, 31,17, 31,22, 31,27, 33,62, 43,27,
56,96, 66,16, 163,02, 174,96; IR (KBr) 3316, 2923, 2853, 1671, 1657, 1560, 1467, 1247, 1059 cm™".

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2298 227 T3

Compuesto 57
2-amino-3-(octadecilamino)-3-oxopropil dihidrégeno fosfato

Se afadi6 paladio al 10% sobre carbon activado (Pd/C) (cantidad catalitica) a una solucién del compuesto 52
(117 mg, 0,164 mmol) en EtOH (15 ml). Se llevé a cabo una hidrogenacién durante 4 horas a 50 psi (3,44 bares).
Transcurridas 4 horas, se determind, mediante cromatografia en capa fina, que la reaccién habia concluido. Se filtré
la mezcla de reaccion a través de Celite y se concentrd el eluato en condiciones de presion reducida, obteniéndose 70
mg (98%) de 57 en forma de polvo de color blanco: pf 190-192°C; RMN 'H (CF;COOD) 6 0,81 (t, J = 6,9 Hz, 3H),
1,25 (s, 31H), 1,58 (m, 2H), 3,34-3,44 (m, 2H), 4,49-4,59 (m, 1H), 4,71-4,81 (m, 2H); RMN *C (CF;COOD) ¢ 14,70,
24,43, 28,60, 30,46, 30,95, 31,28, 31,31, 31,44, 31,48, 31,55, 33,89, 43,53, 57,12, 57,21, 66,35, 167,85; MS m/z 435
(M-H)"; IR (KBr) 3325, 2922, 2852, 1674, 1655, 1560, 1472, 1045 cm™'; andlisis calculado para C, H,;sN,OsP: C,
57,77; H, 10,39; N, 6,42. Encontrado: C, 57,61; H, 10,22; N, 6,25.

Compuesto 58
2-amino-3-oxo-3-[4-(tetradeciloxi)anilino [propil dihidrégeno fosfato

Se anadi6 paladio al 10% sobre carbén activado (Pd/C) (cantidad catalitica) a una solucién del compuesto 53
(40 mg, 0,054 mmol) en EtOH (15 ml). Se llevé a cabo una hidrogenacién durante 4 horas a 50 psi (3,44 bares).
Transcurridas 4 horas, se determind, mediante cromatografia en capa fina, que la reaccién habia concluido. Se filtré
la mezcla de reaccién a través de Celite y se concentrd el eluato en condiciones de presion reducida, obteniéndose 22
mg (88%) de 58 en forma de polvo de color blanco: pf 187-190°C; RMN 'H (CF;COOD) 6 0,80-0,82 (m, 3H), 1,25
(m, 20H), 1,77-1,84 (m, 2H), 4,20 (t, ] = 6,0 Hz, 2H), 4,64-4,74 (m, 1H), 4,90-4,91 (m, 2H), 7,04-7,07 (d, J, = 9,0 Hz,
2H), 7,32-7,35 (d, J, = 9,0 Hz, 2H); RMN "*C (CF,COOD) ¢ 14,81, 24,54, 27,57, 30,62, 31,19, 31,38, 31,46, 31,52,
31,60, 31,65, 33,99, 57,70, 66,35, 73,66, 119,32, 126,55, 131,25, 158,87, 167,06; MS m/z 471 (M-H)~; IR (KBr) 3325,
2923, 2852, 1665, 1553, 1515, 1469, 1240, 1046 cm™'; andlisis calculado para Co3Hy N,OgP-0,5CH;OH-0,5CHCI;: C,
52,58; H, 8,00; N, 5,11. Encontrado: C, 52,89; H, 7,83; N, 5,29.

Compuesto 59
2-amino-3-(4-metoxianilino)-3-oxopropil dihidrogeno fosfato

Se anadi6 paladio al 10% sobre carbén activado (Pd/C) (cantidad catalitica) a una solucién del compuesto 54
(125 mg, 0,219 mmol) en EtOH (15 ml). Se llev6 a cabo una hidrogenacion durante 2 horas a 45 psi (3,10 bares).
Transcurridas 2 horas, se determind, mediante cromatografia en capa fina, que la reaccién habia concluido. Se filtré la
mezcla de reaccién a través de Celite y se concentro el eluato en condiciones de presion reducida, obteniéndose 82 mg
(96%) de 59 en forma de polvo de color blanco: pf 199-202°C; RMN 'H (CF;COOD) 6 3,93 (m, 3H), 4,65-4,75 (m,
1H), 4,88-4,94 (m, 2H), 7,01-7,04 (d, Jo = 9,0 Hz, 2H), 7,31-7,34 (d, Jo = 9,0 Hz, 2H); RMN “C (CDCl,) 6 57,60,
58,00, 66,54, 117,69, 126,64, 131,07, 159,62, 167,07; MS m/z 289 (M-H)~; IR (KBr) 3317, 2961, 1680, 1565, 1515,
1478, 1236, 1045 cm™; andlisis calculado para C,oH;sN,O4P: C, 41,39; H, 5,21; N, 9,65. Encontrado: C, 41,25; H,
5,35; N, 9,73.

Ejemplo 6
Sintesis de los compuestos intermedios 63-65

Los utensilios de vidrio que se emplearon se secaron a la llama y se enfriaron hasta que alcanzaron la temperatura
ambiente en atmodsfera de argén. Se lavo el alcohol de partida con piridina anhidra (tres veces) y luego se lo secé
(en condiciones de alto vacio) durante 48 horas. La reaccién se llevd a cabo en una atmésfera de argén. E1 THF y el
CH,Cl, fueron recién destilados antes de usarlos.

Compuesto 63
1,2-(3-octadeciloxipropano)-bis(dibencilfosfato)

Se afiadi6 1H-tetrazol (229 mg, 3,26 mmol) al alcohol di-batilico de partida (60, 225 mg, 0,652 mmol) lavado
con piridina. A esta mezcla se le afiadié una mezcla 1:1 de THF/CH,Cl, recién destilados (50 ml). Transcurridos 10
minutos, se afiadié dibencildiisopropil fosforamidato (1,12 gr, 3,26 mmol) y la reaccién fue agitada en atmésfera de
argén durante 90 minutos. La cromatograffa en capa fina realizada a la mezcla de reaccién revel6 la formacion del
producto. Esta mezcla fue enfriada hasta que alcanz6 0°C (mediante bafio de hielo), y se le afladi6 un gran exceso de
dcido peracético. Se agit6 la mezcla durante otros 35 minutos y luego se afiadié metabisulfito sédico para neutralizar
el exceso de acido peracético. Se retiraron el THF y el CH,Cl, en condiciones de presion reducida. El concentrado
resultante fue tratado con EtOAc (70 ml) y luego fue lavado con metabisulfito sédico (2 x 25 ml), NaHCO; (2 x 30
ml), agua (2 x 30 ml) y solucién salina saturada (2 x 30 ml). La porcién orgénica fue secada sobre NaSO, y concen-
trada a presion reducida. El residuo fue sometido a cromatografia en columna flash, eluyendo con hexanos/EtOAc de
composicion diversa.
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Se mezclaron las fracciones adecuadas y se las concentré en condiciones de vacio hasta secarlas, obteniendo 303
mg (53%) de 63 en forma de aceite claro: RMN 'H (CDCl;) 6 0,86 (t, J = 6,4 Hz, 3H), 1,24 (ma, 28H), 1,33-1,35
(m, 2H), 1,45 (m, 2H), 3,29-3,36 (m, 2H), 3,48-3,50 (d, J = 5,2 Hz, 2H), 4,04-4,22 (m, 2H), 4,60 (m, 1H), 5,00
(m, 8H), 7,27-7,33 (m, 20H); *C (CDCl;) ¢ 14,05, 18,96, 22,62, 25,95, 29,29, 29,41, 29,49, 29,53, 29,59, 29,63,
31,85, 46,48, 66,58, 69,20, 69,23, 69,28, 69,36, 71,75, 75,37, 127,76, 127,82, 127,86, 127,88, 127,94, 128,36, 128,45,
128,49, 128,61, 128,62, 135,46, 135,54, 135,59, 135,65, 135,68, 135,75, 135,79; MS m/z 866 (M+H)*.

Compuesto 64
1,2-(3-dodeciloxipropano)-bis(dibencilfosfato)

Se afadié 1H-tetrazol (645 mg, 9,2 mmol) al dI-3-O-n-dodecil-1,2-propanodiol de partida (61, 400 mg, 1,5 mmol)
lavado con piridina. A esta mezcla se le afnadié una mezcla 1:1 de THF/CH,CI, recién destilados (40 ml). Trans-
curridos 10 minutos, se afiadié dibencil-diisopropil fosforamidato (3,18 gr, 9,2 mmol), y la reaccién fue agitada en
atmosfera de argén durante 90 minutos. La cromatografia en capa fina realizada a la mezcla de reaccion reveld la
formacién del producto. Esta mezcla fue enfriada hasta que alcanzé 0°C (mediante bafio de hielo), y se le afiadié un
gran exceso de 4cido peracético. Se agité la mezcla durante otros 35 minutos y luego se afiadié metabisulfito sédico
para neutralizar el exceso de dcido peracético. Se retiraron el THF y el CH,Cl, en condiciones de presidn reducida.
El concentrado resultante fue tratado con EtOAc (80 ml) y luego fue lavado con metabisulfito sédico (2 x 35 ml),
NaHCO; (2 x 40 ml), agua (2 x 30 ml) y solucion salina saturada (2 x 30 ml). La porcién orgéanica fue secada sobre
NaSO, y concentrada a presion reducida. El residuo fue sometido a cromatografia en columna flash, eluyendo con
hexanos/EtOAc de composicion diversa.

Se mezclaron las fracciones adecuadas y se las concentr6 en condiciones de vacio hasta secarlas, obteniendo 100
mg (<10%) de 64 en forma de aceite claro: RMN '"H (CDCls) 6 0,86 (t, J = 6,3 Hz, 3H), 1,23 (ma, 18H), 1,46 (m,
2H), 3,13-3,36 (m, 2H), 3,49-3,51 (d, J = 5,2 Hz, 2H), 4,03-4,23 (m, 2H), 4,59 (m, 1H), 5,01 (m, 8H), 7,26-7,34 (m,
20H); *C (CDCly) 6 14,11, 22,68, 26,01, 29,35, 29,47, 29,54, 29,59, 29,63, 29,66, 31,91, 69,01, 69,06, 69,26, 69,30,
69,34, 69,42, 69,62, 71,83, 77,21, 127,83, 127,89, 127,94, 127,95, 128,44, 128,52, 128,56, 135,64, 135,74, 135,85; IR
(NaCl, puro) 3427, 1276, 1000, 885, 499 cm™'; MS m/z 781 (M+H)*, m/z 803 (M+Na)*.

Compuesto 65
1,2-(3-hexadeciloxipropano)-bis(dibencilfosfato)

Se afiadié 1H-tetrazol (664 mg, 9,47 mmol) al dI-3-O-n-hexadecil-1,2-propanodiol de partida (62, 500 mg, 1,57
mmol) lavado con piridina. A esta mezcla se le afladié una mezcla 1:1 de THF/CH,Cl, recién destilados (50 ml).
Transcurridos 10 minutos, se afiadi6 dibencildiisopropil fosforamidato (3,27 gr, 9,47 mmol), y la reaccién fue agitada
en atmosfera de argoén durante 90 minutos. La cromatografia en capa fina realizada a la mezcla de reaccién reveld la
formacién del producto. Esta mezcla fue enfriada hasta que alcanz6 0°C (mediante bafio de hielo), y se le afadi6 un
gran exceso de 4cido peracético. Se agité la mezcla durante otros 35 minutos y luego se afiadié metabisulfito sédico
para neutralizar el exceso de dcido peracético. Se retiraron el THF y el CH,Cl, en condiciones de presion reducida.
El concentrado resultante fue tratado con EtOAc (80 ml) y luego fue lavado con metabisulfito sédico (2 x 35 ml),
NaHCO; (2 x 40 ml), agua (2 x 30 ml) y solucidn salina saturada (2 x 30 ml). La porcién orgédnica fue secada sobre
NaSO, y concentrada a presién reducida. El residuo fue sometido a cromatografia en columna flash, eluyendo con
hexanos/EtOAc de composicién diversa.

Se mezclaron las fracciones adecuadas y se las concentré en condiciones de vacio hasta secarlas, obteniendo 205
mg (15%) de 65 en forma de aceite claro: RMN 'H (CDCl;) 6§ 0,87 (t, J = 6,3 Hz, 3H), 1,25 (ma, 26H), 1,46 (m, 2H),
3,30-3,42 (m, 2H), 3,49-3,51 (d, ] = 5,2 Hz, 2H), 3,97-4,23 (m, 2H), 4,60 (m, 1H), 5,01 (m, 8H), 7,26-7,35 (m, 20H);
BC (CDCLy) 6 14,11, 22,68, 26,00, 29,35, 29,47, 29,54, 29,59, 29,64, 29,68, 31,91, 69,00, 69,06, 69,26, 69,29, 69,34,
69,41, 71,82, 71,74, 75,52, 75,60, 77,20, 126,97, 127,82, 127,88, 127,93, 127,95, 127,99, 128,43, 128,51, 128,55,
128,60, 135,63, 135,73, 135,79, 135,83; IR (NaCl, puro) 3423, 1269, 1016, 736 cm™"'; MS m/z 837 (M+H)*, m/z 859
(M+Na)*.

Ejemplo 7
Sintesis de los compuestos 66-68

Compuesto 66

1,2-(3-octadeciloxipropano)-bis(dihidrégeno fosfato)

Se anadi6 paladio al 10% sobre carbén activado (Pd/C) (cantidad catalitica) a una solucién del compuesto 63
(135 mg, 0,156 mmol) en EtOH (15 ml). Se llevé a cabo una hidrogenacién durante 4 horas a 60 psi (4,13 bares).
Transcurridas 4 horas, se determiné, mediante cromatografia en capa fina, que la reaccién habia concluido. Se filtré la
mezcla de reaccién a través de Celite y se concentro el eluato en condiciones de presion reducida, obteniéndose 70 mg

(89%) de 66 en forma de cera clara: RMN 'H (CD;0D) 6 0,89 (t, J = 6,4 Hz, 3H), 1,28 (s, 30H), 1,55 (m, 2H), 3,45-
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3,50 (m, 2H), 3,62-3,64 (m, 2H), 4,00-4,16 (m, 2H), 4,47 (m, 1H); RMN "3C (CD;0D) ¢ 14,43, 19,30, 23,73, 27,20,
30,47, 30,64, 30,78, 33,07, 72,80; MS m/z 503 (M-H)~; IR (NaCl, puro) 1011 cm™'.

Compuesto 67
1,2-(3-dodeciloxipropano)-bis(dihidrogeno fosfato)

Se afiadié paladio al 10% sobre carbén activado (Pd/C) (cantidad catalitica) a una solucién del compuesto 64
(70 mg, 0,089 mmol) en EtOH (15 ml). Se llevé a cabo una hidrogenacion durante 4 horas a 60 psi (4,13 bares).
Transcurridas 4 horas, se determin, mediante cromatografia en capa fina, que la reaccién habia concluido. Se filtré la
mezcla de reaccién a través de Celite y se concentro el eluato en condiciones de presion reducida, obteniéndose 35 mg
(94%) de 67 en forma de cera clara: RMN 'H (CD;0D) 6 0,79 (t, J = 6,7 Hz, 3H), 1,90 (s, 18H), 1,46 (m, 2H), 3,34-
3,41 (m, 2H), 3,49-3,73 (m, 2H), 3,78-4,05 (m, 2H), 4,47 (m, 1H); RMN *C (CD,0D) ¢ 14,43, 23,71, 23,74, 27,20,
30,49, 30,64, 30,76, 30,81, 33,08, 66,80, 72,79; MS m/z 419 (M-H)"; IR (NaCl, puro) 1008 cm™.

Compuesto 68
1,2-(3-hexadeciloxipropano)-bis(dihidrégeno fosfato)

Se afadi6 paladio al 10% sobre carbon activado (Pd/C) (cantidad catalitica) a una solucién del compuesto 65
(138 mg, 0,164 mmol) en EtOH (15 ml). Se llevé a cabo una hidrogenacién durante 4 horas a 60 psi (4,13 bares).
Transcurridas 4 horas, se determind, mediante cromatografia en capa fina, que la reaccién habia concluido. Se filtré
la mezcla de reaccion a través de Celite y se concentrd el eluato en condiciones de presidn reducida, obteniéndose 75
mg (96%) de 68 en forma de cera de color blanco: RMN 'H (CD;0D) 6 0,89 (t, J = 6,4 Hz, 3H), 1,28 (s, 23H), 1,56
(m, 2H), 3,43-3,50 (m, 2H), 3,58-3,65 (m, 2H), 3,89-4,16 (m, 2H), 4,47 (m, 1H); RMN "*C (CD;0D) ¢ 14,44, 23,74,
27,20, 30,48, 30,64, 30,80, 33,08, 72,80; MS m/z 475 (M-H)~; IR (NaCl, puro) 1011 cm™".

Ejemplo 8
Sintesis de los compuestos intermedios 77-84

Los utensilios de vidrio que se emplearon se secaron a la llama y se enfriaron hasta que alcanzaron la temperatura
ambiente en atmodsfera de argén. Se lavo el alcohol de partida con piridina anhidra (tres veces) y luego se lo secé
(en condiciones de alto vacio) durante 48 horas. La reaccién se llevd a cabo en una atmdésfera de argén. E1 THF y el
CH,Cl, fueron recién destilados antes de usarlos.

Compuesto 77
1,2-(3-tetradecanoiloxipropano)-bis(dibencilfosfato)

Se afiadi6 1H-tetrazol (1,01 gr, 14,5 mmol) a la monomiristina de partida (69, 800 mg, 2,6 mmol) lavada con piri-
dina. A esta mezcla se le afiadié THF recién destilado (45 ml). Transcurridos 10 minutos, se afiadi6 dibencildiisopropil
fosforamidato (5,02 gr, 14,5 mmol), y la reaccién fue agitada en atmésfera de argén durante 90 minutos. La croma-
tograffa en capa fina realizada a la mezcla de reaccidn revel6 la formacién del producto. Esta mezcla fue enfriada
hasta que alcanz6 0°C (mediante bafio de hielo), y se le afiadi6 un gran exceso de dcido peracético. Se agité la mezcla
durante otros 35 minutos, y luego se afiadié metabisulfito sédico para neutralizar el exceso de dcido peracético. Se
retiré el THF en condiciones de presion reducida. El concentrado resultante fue tratado con EtOAc (100 ml), y luego
fue lavado con metabisulfito sédico (2 x 50 ml), NaHCO; (2 x 75 ml), agua (2 x 50 ml) y solucién salina saturada (2
x 50 ml). La porcién orgédnica fue secada sobre NaSO, y concentrada a presién reducida. El residuo fue sometido a
cromatografia en columna flash, eluyendo con hexanos/EtOAc de composicién diversa.

Se mezclaron las fracciones adecuadas y se las concentr6 en condiciones de vacio hasta secarlas, obteniendo 600
mg (28%) de 77 en forma de aceite claro: RMN 'H (CDCl;) 6 0,87 (t, J = 6,3 Hz, 3H), 1,25 (ma, 20H), 1,53 (m,
2H), 2,17-2,32 (m, 2H), 3,96-4,24 (m, 4H), 4,61-4,70 (m, 1H), 4,99-5,08 (m, 8H), 7,29-7,35 (m, 20H); *C (CDCl;) §
14,10, 22,67, 24,70, 29,08, 29,23, 29,33, 29,44, 29,59, 29,62, 29,66, 31,90, 33,86, 64,24, 65,82, 69,41, 69,46, 69,48,
69,53, 69,57, 77,20, 127,85, 127,91, 127,98, 127,99, 128,04, 128,57, 128,59, 128,70, 128,71, 135,50, 135,59, 173,09;
IR (NaCl, puro) 3422, 1742, 1457, 1274, 1035, 1001 cm™"'; MS m/z 8823 (M+H)*, m/z 845 (M+Na)".

Compuesto 78
1,2-(3-pentadecanoiloxipropano)-bis(dibencilfosfato)

Se afiadié 1H-tetrazol (970 mg, 13,9 mmol) a la monopentadecanoina de partida (70, 800 mg, 2,5 mmol) lavada
con piridina. A esta mezcla se le afiadi6 THF recién destilado (45 ml). Transcurridos 10 minutos, se afiadi6 dibencil-
diisopropil fosforamidato (4,80 gr, 13,9 mmol), y la reaccién fue agitada en atmésfera de argén durante 90 minutos.
La cromatografia en capa fina realizada a la mezcla de reaccién reveld la formacién del producto. Esta mezcla fue
enfriada hasta que alcanzé 0°C (mediante bafio de hielo), y se le afiadié un gran exceso de 4cido peracético. Se agitd
la mezcla durante otros 35 minutos, y luego se afiadié metabisulfito sédico para neutralizar el exceso de 4cido peracé-
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tico. Se retir6 el THF en condiciones de presion reducida. El concentrado resultante fue tratado con EtOAc (100 ml),
y luego fue lavado con metabisulfito sédico (2 x 50 ml), NaHCO; (2 x 100 ml), agua (2 x 50 ml) y solucién salina
saturada (2 x 50 ml). La porcién orgdnica fue secada sobre NaSO, y concentrada a presion reducida. El residuo fue
sometido a cromatografia en columna flash, eluyendo con hexanos/EtOAc de composicion diversa.

Se mezclaron las fracciones adecuadas y se las concentrd en condiciones de vacio hasta secarlas, obteniendo 741
mg (35%) de 78 en forma de aceite claro: RMN 'H (CDCl;) 6§ 0,87 (t, J = 6,4 Hz, 3H), 1,25 (ma, 22H), 1,53 (m,
2H), 2,17-2,32 (m, 2H), 3,96-4,24 (m, 4H), 4,61-4,70 (m, 1H), 4,99-5,07 (m, 8H), 7,29-7,35 (m, 20H); *C (CDCl;) 6
14,09, 22,66, 24,69, 29,08, 29,23, 29,33, 29,44, 29,59, 29,62, 29,65, 31,89, 33,85, 64,23, 65,86, 69,40, 69,46, 69,48,
69,53, 69,56, 77,20, 127,84, 127,90, 127,97, 127,98, 128,03, 128,56, 128,59, 128,69, 128,71, 135,50, 135,59, 173,09;
IR (NaCl, puro) 3421, 1742, 1457, 1275, 1035, 1014, 1001 cm™"; MS m/z 837 (M+H)*, m/z 859 (M+Na)*.

Compuesto 79
1,2-(3-hexadecanoiloxipropano)-bis(dibencilfosfato)

Se afiadié 1H-tetrazol (1,00 gr, 14,2 mmol) a la monopalmitina de partida (71, 800 mg, 2,4 mmol) lavada con
piridina. A esta mezcla se le afiadié THF recién destilado (45 ml). Transcurridos 10 minutos, se afladié dibencildii-
sopropil fosforamidato (4,90 gr, 14,2 mmol), y la reaccién fue agitada en atmdsfera de argén durante 90 minutos. La
cromatografia en capa fina realizada a 1a mezcla de reaccién revel6 la formacidn del producto. Esta mezcla fue enfriada
hasta que alcanz6 0°C (mediante bafio de hielo), y se le afiadi6 un gran exceso de 4cido peracético. Se agitd la mezcla
durante otros 35 minutos, y luego se afiadié metabisulfito sédico para neutralizar el exceso de 4cido peracético. Se
retiré el THF en condiciones de presion reducida. El concentrado resultante fue tratado con EtOAc (100 ml) y luego
fue lavado con metabisulfito sédico (2 x 50 ml), NaHCO; (2 x 100 ml), agua (2 x 50 ml) y solucién salina saturada
(2 x 50 ml). La porcién organica fue secada sobre NaSO, y concentrada a presién reducida. El residuo fue sometido a
cromatografia en columna flash, eluyendo con hexanos/EtOAc de composicion diversa.

Se mezclaron las fracciones adecuadas y se las concentrd en condiciones de vacio hasta secarlas, obteniendo 786
mg (38%) de 79 en forma de aceite claro: RMN 'H (CDCl;) 6 0,87 (t, J = 6,4 Hz, 3H), 1,25 (ma, 24H), 1,53 (m,
2H), 2,17-2,32 (m, 2H), 3,96-4,24 (m, 4H), 4,61-4,70 (m, 1H), 4,99-5,08 (m, 8H), 7,29-7,35 (m, 20H); *C (CDCl;) §
14,09, 22,66, 24,71, 29,09, 29,23, 29,33, 29,45, 29,60, 29,63, 29,67, 31,90, 33,87, 62,23, 62,30, 65,89, 69,43, 69,48,
69,50, 69,55, 69,58, 77,20, 126,96, 127,85, 127,91, 127,98, 128,04, 128,56, 128,59, 128,64, 128,71, 135,52, 135,61,
173,07; IR (NaCl, puro) 3421, 1742, 1457, 1273, 1035, 1016, 1001 cm™'; MS m/z 851 (M+H)*, m/z 873 (M+Na)*.

Compuesto 80
1,2-(3-heptadecanoiloxipropano)-bis(dibencilfosfato)

Se afadi6 1H-tetrazol (980 mg, 13,9 mmol) a la monoheptadecanoina de partida (72, 800 mg, 2,32 mmol) lavada
con piridina. A esta mezcla se le afiadié THF recién destilado (40 ml). Transcurridos 10 minutos, se afiadié dibencil-
diisopropil fosforamidato (4,81 gr, 13,9 mmol), y la reaccion fue agitada en atmésfera de argdén durante 90 minutos.
La cromatograffa en capa fina realizada a la mezcla de reaccién reveld la formacién del producto. Esta mezcla fue
enfriada hasta que alcanz6 0°C (mediante baifio de hielo), y se le afladi6 un gran exceso de dcido peracético. Se agito la
mezcla durante otros 35 minutos, y luego se afiadié metabisulfito s6dico para neutralizar el exceso de dcido peracético.
Se retir6 el THF en condiciones de presion reducida. El concentrado resultante fue tratado con EtOAc (100 ml) y luego
fue lavado con metabisulfito sédico (2 x 50 ml), NaHCO; (2 x 100 ml), agua (2 x 50 ml) y solucién salina saturada
(2 x 50 ml). La porcién orgénica fue secada sobre NaSO, y concentrada a presion reducida. El residuo fue sometido a
cromatografia en columna flash, eluyendo con hexanos/EtOAc de composicién diversa.

Se mezclaron las fracciones adecuadas y se las concentrd en condiciones de vacio hasta secarlas, obteniendo 1,48 g
(74%) de 80 en forma de aceite claro: RMN 'H (CDCl;) 6 0,87 (t, J = 6,4 Hz, 3H), 1,23-1,25 (ma, 26H), 1,53 (m, 2H),
2,20 (t, J =7,1 Hz, 2H), 4,02-4,24 (m, 4H), 4,66 (m, 1H), 4,99-5,05 (m, 8H), 7,29-7,35 (m, 20H); *C (CDCl;) § 14,10,
22,66, 24,69, 29,07, 29,23, 29,33, 29,44, 29,59, 29,63, 29,66, 31,89, 33,84, 62,21, 62,27, 65,85, 69,40, 69,45, 69,47,
69,52, 69,56, 74,04, 74,23, 77,20, 127,83, 127,87, 127,96, 127,97, 128,53, 128,55, 128,57, 128,59, 135,47, 135,56,
173,07; IR (NaCl, puro) 3483, 1743, 1457, 1281, 1035, 1013, 1000 cm™'; MS m/z 865 (M+H)*, m/z 887 (M+Na)*.

Compuesto 81
1,2-(3-octadecanoiloxipropano)-bis(dibencilfosfato)

Se anadi6é 1H-tetrazol (1,00 gr, 14,2 mmol) a la monoestearina de partida (73, 800 mg, 2,32 mmol) lavada con
piridina. A esta mezcla se le afiadié6 THF recién destilado (40 ml). Transcurridos 10 minutos, se afiadié dibencildii-
sopropil fosforamidato (4,92 gr, 14,2 mmol), y la reaccién fue agitada en atmdsfera de argén durante 90 minutos.
La cromatografia en capa fina realizada a la mezcla de reaccion revel6 la formacion del producto. Esta mezcla fue
enfriada hasta que alcanz6 0°C (mediante bafio de hielo), y se le afladi6é un gran exceso de dcido peracético. Se agit6 la
mezcla durante otros 35 minutos y luego se afiadié metabisulfito sédico para neutralizar el exceso de 4cido peracético.
Se retir6 el THF en condiciones de presion reducida. El concentrado resultante fue tratado con EtOAc (100 ml) y luego
fue lavado con metabisulfito sédico (2 x 50 ml), NaHCO; (2 x 100 ml), agua (2 x 50 ml) y solucién salina saturada
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(2 x 50 ml). La porcién organica fue secada sobre NaSO, y concentrada a presién reducida. El residuo fue sometido a
cromatograffa en columna flash, eluyendo con hexanos/EtOAc de composicién diversa.

Se mezclaron las fracciones adecuadas y se las concentré en condiciones de vacio hasta secarlas, obteniendo 870
mg (45%) de 81 en forma de aceite claro: RMN 'H (CDCl;) 6 0,87 (t, J = 6,4 Hz, 3H), 1,23-1,25 (ma, 28H), 1,53
(m, 2H), 2,20 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 3,97-4,24 (m, 4H), 4,66 (m, 1H), 4,99-5,07 (m, 8H), 7,29-7,35 (m, 20H); "*C
(CDCly) o 14,09, 22,66, 24,69, 29,08, 29,23, 29,33, 29,45, 29,59, 29,63, 29,67, 31,89, 33,85, 62,22, 62,28, 64,23,
65,87, 68,69, 69,23, 69,42, 69,50, 69,54, 69,58, 74,07, 74,25, 127,60, 127,84, 127,90, 127,98, 128,03, 128,54, 128,56,
128,58, 128,60, 128,71, 135,47, 135,57, 173,08; IR (NaCl, puro) 3421, 1742, 1457, 1273, 1251, 1216, 1035, 1016,
1000 cm™; MS m/z 879 (M+H)*, m/z 901 (M+Na)*.

Compuesto 82
1,2-(3-nonadecanoiloxipropano)-bis(dibencilfosfato)

Se afiadié 1H-tetrazol (977 mg, 13,9 mmol) a la monononadecanoina de partida (74, 800 mg, 2,1 mmol) lavada
con piridina. A esta mezcla se le afiadi6 THF recién destilado (40 ml). Transcurridos 10 minutos, se afiadi6 dibencil-
diisopropil fosforamidato (4,81 gr, 13,9 mmol), y la reaccion fue agitada en atmésfera de argdn durante 90 minutos.
La cromatografia en capa fina realizada a la mezcla de reaccion revel6 la formacién del producto. Esta mezcla fue
enfriada hasta que alcanz6 0°C (mediante bafio de hielo), y se le afiadi6 un gran exceso de dcido peracético. Se agito la
mezcla durante otros 35 minutos y luego se afiadié metabisulfito sédico para neutralizar el exceso de 4cido peracético.
Se retir6 el THF en condiciones de presion reducida. El concentrado resultante fue tratado con EtOAc (100 ml), y
luego fue lavado con metabisulfito sédico (2 x 50 ml), NaHCO; (2 x 125 ml), agua (2 x 75 ml) y solucién salina
saturada (2 x 50 ml). La porcion orgdnica fue secada sobre NaSQO, y concentrada a presion reducida. El residuo fue
sometido a cromatografia en columna flash, eluyendo con hexanos/EtOAc de composicion diversa.

Se mezclaron las fracciones adecuadas y se las concentré en condiciones de vacio hasta secarlas, obteniendo 1,47
g (78%) de 82 en forma de aceite claro: RMN 'H (CDCl;) 6 0,87 (t, J = 6,3 Hz, 3H), 1,23-1,25 (ma, 30H), 1,53 (m,
2H), 2,20 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 4,02-4,24 (m, 4H), 4,66 (m, 1H), 4,99-5,03 (m, 8H), 7,29-7,36 (m, 20H); *C (CDCl;) 6
14,08, 22,65, 24,67, 29,06, 29,22, 29,32, 29,43, 29,58, 29,61, 29,66, 31,88, 33,83, 62,25, 65,84, 69,38, 69,46, 69,51,
69,54, 74,03, 74,10, 74,15, 74,22, 77,20, 127,82, 127,88, 127,96, 128,53, 128,56, 135,45, 135,55, 173,06; IR (NaCl,
puro) 3483, 1743, 1457, 1273, 1282, 1216, 1035, 1013 cm™'; MS m/z 893 (M+H)*, m/z 915 (M+Na)*.

Compuesto 83
1,2-(3-icosanoiloxipropano)-bis(dibencilfosfato)

Se afiadié 1H-tetrazol (1,00 gr, 14,2 mmol) a la monoaraquidina de partida (75, 800 mg, 2,06 mmol) lavada con
piridina. A esta mezcla se le afiadié6 THF recién destilado (40 ml). Transcurridos 10 minutos, se afiadi6 dibencildii-
sopropil fosforamidato (4,92 gr, 14,2 mmol), y la reaccién fue agitada en atmésfera de argén durante 90 minutos.
La cromatograffa en capa fina realizada a la mezcla de reaccion reveld la formacién del producto. Esta mezcla fue
enfriada hasta que alcanzé 0°C (mediante bafio de hielo), y se le afiadié un gran exceso de dcido peracético. Se agit6 la
mezcla durante otros 35 minutos y luego se afiadié metabisulfito sédico para neutralizar el exceso de dcido peracético.
Se retir6 el THF en condiciones de presion reducida. El concentrado resultante fue tratado con EtOAc (100 ml) y luego
fue lavado con metabisulfito sédico (2 x 50 ml), NaHCO; (2 x 125 ml), agua (2 x 75 ml) y solucién salina saturada
(2 x 50 ml). La porcién organica fue secada sobre NaSO, y concentrada a presion reducida. El residuo fue sometido a
cromatograffa en columna flash, eluyendo con hexanos/EtOAc de composicién diversa.

Se mezclaron las fracciones adecuadas y se las concentrd en condiciones de vacio hasta secarlas, obteniendo 1,39
g (74%) de 83 en forma de aceite claro: RMN 'H (CDCl;) § 0,87 (t, J = 6,4 Hz, 3H), 1,23-1,25 (ma, 32H), 1,53 (m,
2H), 2,20 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 4,02-4,24 (m, 4H), 4,66 (m, 1H), 4,99-5,05 (m, 8H), 7,29-7,36 (m, 20H); *C (CDCl;) 6
14,09, 22,65, 24,69, 29,07, 29,23, 29,33, 29,44, 29,59, 29,63, 29,67, 31,89, 33,84, 62,21, 62,27, 65,86, 69,40, 69,45,
69,48, 69,52, 69,56, 74,05, 74,12, 74,16, 74,24, 77,20, 127,83, 127,89, 127,97, 128,53, 128,55, 128,57, 128,59, 135,47,
135,56, 173,07; IR (NaCl, puro) 3483, 1743, 1457, 1273, 1282, 1216, 1035, 1012, 1000 cm™'; MS m/z 907 (M+H)*,
m/z 929 (M+Na)*.

Compuesto 84
1,2-(3-docosanoiloxipropano)-bis(dibencilfosfato)

Se anadi6é 1H-tetrazol (1,00 gr, 14,2 mmol) a la monobehenina de partida (76, 800 mg, 1,92 mmol) lavada con
piridina. A esta mezcla se le afiadi6 THF recién destilado (40 ml). Transcurridos 10 minutos, se afadi6é dibencildii-
sopropil fosforamidato (5,14 gr, 14,8 mmol), y la reaccion fue agitada en atmdsfera de argén durante 90 minutos. La
cromatografia en capa fina realizada a la mezcla de reaccion reveld la formacién del producto. Esta mezcla fue enfriada
hasta que alcanz6 0°C (mediante bafio de hielo), y se le afiadi6 un gran exceso de 4cido peracético. Se agitd la mezcla
durante otros 35 minutos, y luego se afiadié metabisulfito sédico para neutralizar el exceso de dcido peracético. Se
retir6 el THF en condiciones de presion reducida. El concentrado resultante fue tratado con EtOAc (100 ml) y luego
fue lavado con metabisulfito sédico (2 x 50 ml), NaHCO; (2 x 125 ml), agua (2 x 75 ml) y solucién salina saturada
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(2 x 50 ml). La porcién organica fue secada sobre NaSO, y concentrada a presién reducida. El residuo fue sometido a
cromatograffa en columna flash, eluyendo con hexanos/EtOAc de composicién diversa.

Se mezclaron las fracciones adecuadas y se las concentrd en condiciones de vacio hasta secarlas, obteniendo 1,27
g (71%) de 84 en forma de un compuesto similar a una cera, de color blanco: RMN 'H (CDCl;) 6 0,87 (t, J = 6,4 Hz,
3H), 1,23-1,25 (ma, 36H), 1,53 (m, 2H), 2,20 (t, ] = 7,2 Hz, 2H), 4,02-4,24 (m, 4H), 4,66 (m, 1H), 4,99-5,03 (m, 8H),
7,29-7,36 (m, 20H); *C (CDCL;) 6 14,08, 22,65, 24,68, 29,07, 29,22, 29,32, 29,44, 29,59, 29,62, 29,66, 31,88, 33,84,
62,20, 62,26, 65,85, 69,40, 69,45, 69,48, 69,53, 69,57, 74,05, 74,16,m [sic] 74,24, 77,20, 127,83, 127,88, 127,96,
127,97, 128,30, 128,52, 128,54, 128,57, 128,58, 135,46, 135,55, 173,07; MS m/z 935 (M+H)*, m/z 957 (M+Na)*.

Ejemplo 9

Sintesis de los compuestos 85-92
Compuesto 85
1,2-(3-tetradecanoiloxipropano)-bis(dihidrégeno fosfato)

Se anadi6 paladio al 10% sobre carbén activado (Pd/C) (cantidad catalitica) a una solucién del compuesto 77
(385 mg, 0,468 mmol) en EtOH (15 ml). Se llev6 a cabo una hidrogenacion durante 4 horas a 60 psi (4,13 bares).
Transcurridas 4 horas, se determiné, mediante cromatografia en capa fina, que la reaccién habia concluido. Se filtré la
mezcla de reaccién a través de Celite y se concentrd el eluato en condiciones de presion reducida, obteniéndose 210
mg (98%) de 85 en forma de cera de color blanco: RMN 'H (CD;0D) 6 0,89 (t, J = 6,4 Hz, 3H), 1,28 (s, 20H), 1,56-
1,63 (m, 2H), 2,24-2,38 (m, 2H), 3,93-4,42 (m, 4H), 4,59 (m, 1H); RMN “C (CD;0D) ¢ 14,44, 23,73, 26,09, 30,71,
30,23, 30,43, 30,47, 30,61, 30,75, 33,07, 34,80, 34,94, 61,90, 61,96, 63,96, 63,70, 66,24, 74,33, 77,51, 175,02; MS
m/z 461 (M-H)~; IR (NaCl, puro) 3386, 1702, 1216, 1019 cm™".

Compuesto 86
1,2-(3-pentadecanoiloxipropano)-bis(dihidrogeno fosfato)

Se anadi6 paladio al 10% sobre carbén activado (Pd/C) (cantidad catalitica) a una solucién del compuesto 78
(451 mg, 0,538 mmol) en EtOH (15 ml). Se llev6 a cabo una hidrogenacién durante 4 horas a 60 psi (4,13 bares).
Transcurridas 4 horas, se determind, mediante cromatografia en capa fina, que la reaccién habia concluido. Se filtré la
mezcla de reaccién a través de Celite y se concentrd el eluato en condiciones de presion reducida, obteniéndose 250
mg (97%) de 86 en forma de cera de color blanco: RMN 'H (CD;0D) 6 0,89 (t, J = 6,4 Hz, 3H), 1,28 (s, 22H), 1,58
(m, 2H), 2,24-2,38 (m, 2H), 3,97-4,21 (m, 4H), 4,38 (m, 1H); RMN *C (CD;0D) ¢ 14,44, 23,74, 26,05, 30,16, 30,36,
30,48, 30,57, 30,76, 33,08, 35,11, 61,36, 63,70, 63,90, 66,24, 67,77, 70,22, 77,33, 77,40, 77,51, 175,63; MS m/z 475
(M-H)~; IR (NaCl, puro) 3380, 1728, 1216, 1031 cm™".

Compuesto 87
1,2-(3-hexadecanoiloxipropano)-bis(dihidrogeno fosfato)

Se afiadi6 paladio al 10% sobre carbén activado (Pd/C) (610 mg) a una solucién del compuesto 79 (561 mg, 0,659
mmol) en EtOH (15 ml). Se llevé a cabo una hidrogenacién durante 4 horas a 60 psi (4,13 bares). Transcurridas 4
horas, se determind, mediante cromatografia en capa fina, que la reaccién habia concluido. Se filtré la mezcla de
reaccion a través de Celite y se concentrd el eluato en condiciones de presion reducida, obteniéndose 300 mg (92%)
de 87 en forma de cera de color blanco: RMN 'H (CD;0D) 6 0,89 (t, J = 6,4 Hz, 3H), 1,28 (s, 24H), 1,56-1,63 (m,
2H), 2,24-2,38 (m, 2H), 3,95-4,40 (m, 4H), 4,39 (m, 1H); RMN "*C (CD;0D) § 14,43, 23,73, 25,89, 26,05, 26,09,
30,15, 30,23, 30,36, 30,44, 30,47, 30,56, 30,61, 30,67, 30,75, 33,07, 34,08, 34,94, 35,11, 61,36, 64,00, 66,22, 67,74,
70,22, 77,33, 77,40, 77,51, 175,03; MS m/z 489 (M-H)"; IR (NaCl, puro) 3357, 1729, 1216, 1029 cm™'.

Compuesto 88
1,2-(3-heptadecanoiloxipropano)-bis(dihidrogeno fosfato)

Se afiadi6 paladio al 10% sobre carbén activado (Pd/C) (724 mg) a una solucién del compuesto 80 (636 mg, 0,736
mmol) en EtOH (15 ml). Se llevé a cabo una hidrogenacién durante 4 horas a 60 psi (4,13 bares). Transcurridas 4
horas, se determind, mediante cromatografia en capa fina, que la reaccion habia concluido. Se filtré la mezcla de
reaccion a través de Celite y se concentrd el eluato en condiciones de presion reducida, obteniéndose 365 mg (98%)
de 88 en forma de cera de color blanco: RMN 'H (CD;0D) 6 0,89 (t, J = 6,6 Hz, 3H), 1,28 (s, 26H), 1,56-1,63 (m, 2H),
3,96-4,17 (m, 4H), 4,22-4,42 (m, 1H); RMN "“C (CD;0D) ¢ 14,54, 23,73, 25,90, 26,10, 30,16, 30,24, 30,36, 30,43,
30,47, 30,56, 30,61, 30,76, 33,07, 34,81, 34,95, 61,37, 61,92, 63,97, 66,26, 67,70, 67,78, 70,06, 74,42, 77,46, 175,04;
MS m/z 503 (M-H)~; IR (NaCl, puro) 3357, 1710, 1216, 1032 cm™'; andlisis calculado para C,yH,,O,(P, - 1H,0: C,
45,97; H, 8,49. Encontrado: C, 46,32; H, 8,73.
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Compuesto 89
1,2-(3-octadecanoiloxipropano)-bis(dihidrégeno fosfato)

Se afadi6 paladio al 10% sobre carbén activado (Pd/C) (617 mg) a una solucién del compuesto 81 (530 mg, 0,603
mmol) en EtOH (15 ml). Se llevé a cabo una hidrogenacién durante 4 horas a 60 psi (4,13 bares). Transcurridas 4
horas, se determind, mediante cromatografia en capa fina, que la reaccién habia concluido. Se filtré la mezcla de
reaccion a través de Celite y se concentr6 el eluato en condiciones de presion reducida, obteniéndose 305 mg (97%)
de 89 en forma de cera de color blanco: RMN 'H (CD;0D) § 0,89 (t, j = 6,3 Hz, 3H), 1,28 (s, 28H), 1,56-1,61 (m, 2H),
2,42-2,38 (m, 2H), 3,91-4,17 (m, 4H), 4,24-4,42 (m, 1H); RMN *C (CD;0D) ¢ 14,43, 23,74, 25,90, 26,06, 26,10,
30,16, 30,24, 30,36, 30,47, 30,57, 30,61, 30,67, 30,76, 33,08, 34,81, 34,95, 35,11, 61,37, 63,72, 66,26, 67,68, 67,75,
70,25, 77,48, 175,04; MS m/z 517 (M-H)~; IR (NaCl, puro) 3388, 1731, 1216, 1020 cm™".

Compuesto 90
1,2-(3-nonadecanoiloxipropano)-bis(dihidrégeno fosfato)

Se afiadi6 paladio al 10% sobre carbén activado (Pd/C) (1,00 gr) a una solucién del compuesto 82 (952 mg, 1,06
mmol) en EtOH (25 ml). Se llevé a cabo una hidrogenacién durante 4 horas a 60 psi (4,13 bares). Transcurridas 4
horas, se determind, mediante cromatografia en capa fina, que la reaccién habia concluido. Se filtré la mezcla de
reaccion a través de Celite y se concentro el eluato en condiciones de presion reducida, obteniéndose 555 mg (98%)
de 90 en forma de cera de color blanco: RMN 'H (CD;0D) § 0,89 (t, J = 6,4 Hz, 3H), 1,27 (s, 29H), 1,56-1,63 (m, 2H),
2,24-2,38 (m, 2H), 4,06-4,17 (m, 2H), 4,22-4,42 (m, 2H), 4,59 (m, 1H); RMN *C (CD;0D) § 14,44, 23,74, 25,90,
26,06, 30,16, 30,24, 30,36, 30,48, 30,57, 30,63, 30,76, 30,79, 33,08, 34,81, 35,12, 63,94, 66,25, 175,03; MS m/z 531
(M-H)"; IR (NaCl, puro) 1735, 1216, 1012 cm™.

Compuesto 91
1,2-(3-icosanoiloxipropano)-bis(dihidrégeno fosfato)

Se afladi6 paladio al 10% sobre carbén activado (Pd/C) (813 mg) a una solucién del compuesto 83 (711 mg, 0,784
mmol) en EtOH (25 ml). Se llevé a cabo una hidrogenacién durante 4 horas a 60 psi (4,13 bares). Transcurridas 4
horas, se determind, mediante cromatografia en capa fina, que la reaccién habia concluido. Se filtré la mezcla de
reaccion a través de Celite y se concentr el eluato en condiciones de presién reducida, obteniéndose 419 mg (97%)
de 91 en forma de cera de color blanco: RMN 'H (CD;0D) 6 0,89 (t, J = 6,4 Hz, 3H), 1,28 (s, 32H), 1,58 (m, 2H),
2,24-2,38 (m, 2H), 3,95-4,42 (m, 4H), 4,58 (m, 1H); RMN C (CD;0D) ¢ 14,44, 23,74, 25,90, 26,06, 30,16, 30,24,
30,36, 30,48, 30,57, 30,63, 30,67, 30,76, 33,08, 34,81, 35,11, 61,37, 61,98, 66,26, 67,69, 67,77, 77,42, 175,03; MS
m/z 545 (M-H)™; IR (NaCl, puro) 3418, 1735, 1261, 1019 cm™".

Compuesto 92
1,2-(3-docosanoiloxipropano)-bis(dihidrégeno fosfato)

Se afiadi6 paladio al 10% sobre carbén activado (Pd/C) (710 mg) a una solucién del compuesto 84 (663 mg, 0,709
mmol) en EtOH (25 ml). Se llevé a cabo una hidrogenacién durante 4 horas a 60 psi (4,13 bares). Transcurridas 4
horas, se determind, mediante cromatografia en capa fina, que la reaccién habia concluido. Se filtré la mezcla de
reaccion a través de Celite y se concentrd el eluato en condiciones de presién reducida, obteniéndose 400 mg (98%)
de 92 en forma de cera de color blanco: RMN 'H (CD;0D) 6 0,89 (t, J = 6,3 Hz, 3H), 1,27 (s, 36H), 1,58 (m,
2H), 2,24-2,38 (m, 2H), 3,98-4,42 (m, 4H), 4,59 (m, 1H); RMN *C (CDCl;/CD;0D) ¢ 13,72, 22,40, 24,71, 28,84,
28,97, 29,08, 29,18, 29,41, 31,65, 34,16, 60,15, 60,99, 62,42, 63,17, 65,16, 65,30, 65,98, 73,24, 173,79; MS m/z 573
(M-H)~; IR (NaCl, puro) 3431, 1739, 1254, 1177 cm™".

Ejemplo 10
Prueba con oocitos de Xenopus

Se emplearon oocitos de Xenopus que expresan endégenamente el PLGFR PSP24 para determinar la actividad
inhibidora del LPA de los compuestos recién disefiados y sintetizados.

Los oocitos se obtuvieron (en condiciones asépticas) de ranas Xenopus laevis adultas (obtenidas de la empresa
Carolina Scientific, Burlington [Carolina del Norte], Estados Unidos) anestesiadas con xilazina, y se los preparé para
el experimento. Los oocitos de fase V-VI fueron desprovistos de la capa de células foliculares mediante tratamiento
con colagenasa de tipo A (obtenida de Boehringer, [Indiana], Estados Unidos), empleada en una concentracion de 1,4
mg/ml en una solucién de cloruro sédico compuesta (solucién de Ringer-2) ovdrica libre de Ca** ((OR-2) NaCl 85,2
mM, KCI 2 mM, MgCl, 1 mM, HEPES 5 mM, pH 7,5, con NaOH). Se mantuvo a los oocitos en una solucién de Barth
en un incubador a una temperatura de 17 a 20°C, y se los emple6 durante 2-7 dias tras su aislamiento.
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Se llevaron a cabo registros electrofisiol6gicos empleando un amplificador con fijacién del voltaje de dos electrodos
estdndar, manteniendo el potencial de membrana en -60 mV (GeneClamp 500, Axon Instruments, California, Estados
Unidos). Los compuestos que se deseaba probar fueron disueltos en MeOH, formando un complejo con BSA libre
de 4cidos grasos, y diluidos con una solucién de cloruro sédico compuesta (solucién de Ringer-Na*) (NaCl 120 nM,
KCI 2 mM, CaCl, 1,8 mM, HEPES 5 mM; pH 7,0) de rana; los compuestos asi preparados fueron aplicados mediante
superfusion al oocito a una velocidad de flujo de 5 ml/min. Las corrientes de membrana fueron registradas mediante
un osciloscopio digital NIC-310 (de la empresa Nicolet, Madison [Wisconsin], Estados Unidos). Las aplicaciones se
realizaron a intervalos de 15 minutos (minimo) con el fin de permitir un periodo de reposo farmacolégico adecuado y
para que los oocitos se recuperasen de la desensibilizacion.

Las Figuras 21-27 ilustran la inhibicién, proporcional a la dosis, de las corrientes de cloruro inducidas por el LPA,
por parte de los compuestos 56, 57, 66 y 92.

El compuesto 36 fue el mejor inhibidor en el grupo de los derivados no fosforilados. Cuando se inyect6 el 36 intra-
celularmente para determinar si sus efectos inhibidores eran consecuencia de sus acciones sobre la superficie celular
o si la inhibicién se debia a sus acciones dentro de la célula, la aplicacién intracelular del 36 no arrojé informacién
alguna sobre su lugar de accién. Por lo tanto, se decidié pasar de emplear los compuestos con grupo hidroxi libre (35-
43) a sintetizar los compuestos (55-59) para hacerlos interaccionar con la superficie celular y evitar que los compuestos
penetrasen en la célula.

Los compuestos 56, 57, 66 y 92 inhibieron la corriente de cloruro inducida por el LPA en el oocito de Xenopus.
Dichos compuestos 56, 57, 66 y 92 fueron capaces de bloquear las acciones del LPA, de una manera proporcional a la
dosis. Ademds, tras lavar el oocito de Xenopus, se recuperd por completo la respuesta al LPA; con este experimento se
demostré que los compuestos 56, 57, 66 y 92 eran capaces de inhibir las corrientes de cloruro inducidas por el LPA,
de una manera reversible. El compuesto 66, a una concentracién 5 uM, abolié por completo el efecto del LPA en los
oocitos de Xenopus, con una Cls, (concentracién inhibitoria media que produce el 50% de inhibicién) de unos 1,2
uM (Figuras 23 y 24). Ademas, cuando se microinyectd el 66 en el interior de la célula (flecha, Figura 23B) y luego
se aplic6 extracelularmente LPA (10 nM), dicho compuesto 66 no fue capaz de inhibir la respuesta al LPA; de este
experimento se desprende que las acciones inhibidoras del compuesto 66 eran de naturaleza extracelular.

Se probaron los compuestos 35 y 37-43 en oocitos de Xenopus, pero los resultados no fueron concluyentes. El
compuesto 55, a una concentracion 1 M, mostré una inhibicién ligera (38% contra LPA 2nM). De entre los compues-
tos de la serie de la SAP, no se han probado los compuestos 58 y 59 en oocitos de Xenopus. De entre los compuestos de
la serie de los difosfatos, el compuesto 89 inhibi6 la respuesta inducida por el LPA (59% contra LPA 2nM). Los com-
puestos 67 (umbral ~ 1 uM), 68 (umbral ~ 10 nM) y 85 (umbral ~ 100 nM) fueron capaces de provocar una respuesta
por si mismos; en cuanto a los compuestos 86, 87, 88, 90 y 91, atin estan pendientes de evaluacién. El compuesto 56a
se disefid y sintetiz0 para someter a prueba la importancia del grupo amino libre. Cuando se evalué el compuesto S6a
en la prueba de los oocitos de Xenopus, el 56a potenci6 la respuesta al LPA cuando fue aplicado en combinacién con
el LPA. El compuesto 56a no provocd una respuesta a una concentracién 2 uM (no aparece en la figura), pero a una
concentracién 10 uM fue capaz de provocar una respuesta por si mismo (Figura 26); de este experimento se desprende
que para que haya actividad inhibidora es necesaria la presencia de un grupo amino libre.

Ejemplo 11
Migraciones de células ovdricas HEY

Es un hecho conocido que los dos receptores del LPA EDG-2 y EDG-7 se expresan en células de cdncer ovarico
HEY, de modo que se evalud la capacidad de los compuestos 56, 56a y 66 para inhibir la motilidad celular inducida
por el LPA (concentracién del compuesto: 1 uM, frente a una concentraciéon 0,1 uM del LPA).

Se mantuvieron células ovéricas HEY en el medio RPMI 1640 con L-glutamina 2 mM (GIBCO BRL), suplemen-
tado con suero fetal bovino al 10% (de Hyclone). Se sincronizaron todas las células de modo que estuviesen en la fase
Gy/G,, cultivandolas durante 2 dias hasta su confluencia. Cuando alcanzaron un 50-60% de confluencia en el matraz,
se las coloc6 en placas y se las recolectd para la realizacién de experimentos. Tras extraer las células del matraz, se
las expuso durante 5 minutos a EDTA 0,53 mM en PBS (tampdn fosfato salino) a 37°C. Se neutraliz6 el EDTA con
un volumen idéntico de medio RPMI 1640 mas L-glutamina 2 mM y suero fetal bovino al 10%. Se centrifugaron
las células a 800 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente. Las células recolectadas fueron lavadas dos veces
con medio RPMI 1640 suplementado con L-glutamina 2 mM vy se las resuspendié en la concentracién de 1 x 10°
células/ml. Después se las dej6 reposar durante 1 hora a 37°C.

Para probar la motilidad celular se emple6 una prueba de migracién celular cuantitativa modificada (Cat. N°
ECMS500 de la empresa Chemicon, Temecula [California], Estados Unidos). La membrana de las caimaras Chemi-
con fue revestida de poros de 8 micras de didmetro, que contenian fibronectina. Mediante pipeteo, se afiadieron 400 ul
de medio RPMI 1640 suplementado con L-glutamina 2 mM, que no contenia inhibidores o que contenia inhibidores (1
uM), a la cdmara inferior. A la cdmara superior se afiadieron unas 5 x 10* células en medio RPMI 1640 suplementado
con L-glutamina 2 mM. Se incubaron las placas de 24 pocillos con insertos durante 4 horas en un incubador con CO,
al 5% a 37°C. Concluida la incubacidn, se extrajeron las cimaras y se las pasé a una placa de 24 pocillos fresca, se
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extrajeron las células de la cadmara interna pasando un hisopo varias veces, y se colocaron dichas células en la so-
lucién de tincién celular previamente preparada, dejdndolas allf 30 minutos a temperatura ambiente. Al final de esta
incubacion, se extrajo la solucion de tincién celular de los pocillos. Se lavaron las cdmaras 3 veces con 1 ml de PBS
por pocillo. Tras el lavado final con PBS, se examinaron las cdmaras a fin de confirmar que las células presentasen la
morfologia correcta y se contaron las células adherentes empleando un microscopio invertido.

En la Figura 27 se ilustra un efecto de los compuestos recién sintetizados sobre la migracion, inducida por LPA, de
la célula de cancer ovérico HEY. El compuesto 66 inhibi6 aproximadamente en un 70% la motilidad celular inducida
por LPA; en cambio, el compuesto 55 (marginalmente) y el compuesto 56a potenciaron la motilidad celular inducida
por el LPA.

Ejemplo 12
Citotoxicidad de los compuestos

Im et al. (2000) y los datos derivados del andlisis mediante TI-PCR demostraron que en las lineas celulares de
céncer de prdstata DU-145, PC-3 y LNCaP hay presencia de PLGFRs. Dada la prometedora actividad inhibidora que
mostraron una serie de compuestos en la prueba de los oocitos de Xenopus y en la prueba de motilidad celular, se
examinaron los efectos de inhibicién del crecimiento, por parte de dicha serie de compuestos, en las lineas celulares
de céncer de préstata DU-145, PC-3 y LNCaP.

Se propagaron células DU-145, PC-3 y LNCaP en matraces de 150 cm? que contenian los medios RPMI 1640 o de
Dulbecco modificado suplementados con suero fetal bovino al 10%. Se extrajeron las células de los matraces de con-
centracién maxima (matraces “‘stock”) empleando tripsina, se las centrifugd, resuspendié en medios frescos, y colocéd
en placas a una densidad aproximada de 2000 células/pocillo en placas de cultivo de 96 pocillos. Las concentraciones
finales de los farmacos oscilaron entre 0,05 y 10 6 50 uM. Se llevaron a cabo experimentos de control en paralelo,
sin adicién de farmacos (control negativo) y con adicién de S-fluoroacilo (control positivo). Durante el transcurso
del experimento se retiraron los medios, y a las 48 horas se volvieron a colocar medios con el fin de minimizar los
efectos de la degradacion de los farmacos. A las 96 horas de la exposicion a los farmacos, las células fueron fijadas
mediante adicién de dcido tricloroacético (TCA) e incubacién a 4°C durante 1 hora. Las células fijadas fueron tefiidas
con sulforodamina B (SRB) y el nimero de células se determiné mediante comparacion de la absorbancia a 540 nm
(comparacién con una curva estandar de nimero de células frente a absorbancia). Los experimentos se realizaron por
duplicado. Se represent6 el nimero de células como porcentaje del control (pocillos no tratados) frente a la concen-
tracién de farmaco y a la concentracién que inhibia el crecimiento celular en un 50% (Cls,) determinada mediante
regresion no lineal (con el software WinNonlin, de la empresa Pharsight Corporation).

En la Tabla 3 se presentan los datos de los estudios de citotoxicidad llevados a cabo con las lineas celulares de
cancer de prostata DU-145, PC-3 y LNCaP, junto con los de los compuestos de referencia SF-uracilo, LPA (18:1),
SPH (13:0), SPP (13:0) y 4cido fosférico N-palmitoil L-serina (15:0).

(Tabla pasa a pdgina siguiente)
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TABLA 3

Citotoxicidad de los compuestos sintetizados sobre lineas celulares de cdncer de prostata

CIsp * SEM (uM)*

Compuesto DU-145 PC-3 LNCaP
Fluorouracilo 6,8 £ 3,3 10,2 = 4, 2,8 £ 1,6
LPA (18:1) AD 28,5 £ 6,3 AD
SPP (13:0) > 10 AD SA
SPH (13:0) 13,9 £ 1,1 11,7 + 2,3 5,7 + 2,1
N-palmitoil-L-
serina (15:0) AD AD AD
27 19,7 * 6, AD 10,9 = 2,7
38 38,9 £ 8,9 ? ?

51 8,1 + 1,3 25,4 * 3,6 15,9 £ 6,4
55 24,9 + 4,1 31,6 £ 9, 4,9 £ 2,6
56 2,3 1,2 0,7 + 0,1 13,5 + 4,7
56a 0,7 £ 0,1 AD 30,3 + 7,9
57 9,1 £ 90,8 AD 10,7 £ 2,1
66 SA SA 3,1 + 3,2
67 AD AD 25,2 £ 12,3
68 AD AD 29,3 £ 21,7
85 SA sSa 11,6 + 10,3
86 SA SA ?

87 SA SA AD

88 SA SA ?

89 AD SA ?

90 > 50 AD AD

91 42,2 + 1,9 AD AD

92 AD AD AD

*El numero células como porcentaje del control

(pocillos no tratados)

se representd frente a la concen-

tracién de fadrmaco y a 1la concentracién que inhibia el

crecimiento celular en un 50%

regresidén no 1lineal

(con el

(C

software WinNonlin,

empresa Pharsight Corporation).

SEM = Error estandar de la media;

SA = Sin actividad;

Isg) determinada mediante
de la

AD = Actividad débil;

? = La inhibicidn méxima fue del 50%.
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Los compuestos 55, 56, 56a, 66 y 85 mostraron un abanico de actividades inhibidoras del crecimiento. El com-
puesto 56 fue un inhibidor mds potente del crecimiento de las células DU-145 y PC-3 que el 5-fluorouracilo. Un
hecho interesante fue que el 56a inhibi6 selectivamente el crecimiento de las células DU-145, mientras que se mostrd
menos potente contra las células PC-3; el compuesto 55 fue un inhibidor mds potente del crecimiento de las células
LNCaP que del crecimiento de las células DU-145 y PC-3. El compuesto 66 inhibi6 selectivamente el crecimiento de
las células LNCaP, mientras que no mostré actividad alguna frente a las células PC-3 y LNCaP. El compuesto 85 fue
el que se mostré mds activo de entre los compuestos difosfato (sn-1 acilo).

Discusion de los Ejemplos 1-12

Se sintetizaron de manera especifica, y se analizaron, tres series de compuestos (35-43, 55-59, 66-68 y 85-92). En
la primera y la segunda serie se amalgamaron los inhibidores endégenos SPH y SPP con el inhibidor sintético acido
fosférico N-palmitoil L-serina, mientras que la tercera serie comprende los compuestos difosfato. En prueba de los
oocitos de Xenopus, los compuestos 56, 57, 66 y 92 fueron inhibidores de las corrientes de cloruro inducidas por el
LPA. Ademds, los compuestos difosfato con una cadena mads corta en la posicién (sn-1) fueron capaces de provocar
corrientes de cloruro en el oocito de Xenopus, [67 (umbral ~ 1 uM), 68 (umbral ~ 10 nM) y 85 (umbral ~ 100 nM)].
Se demostr6 que el compuesto 66 inhibe la motilidad celular inducida por el LPA en lineas celulares de cdncer ovérico
HEY. Al evaluar los efectos de inhibicién del crecimiento de los mencionados compuestos sintetizados en las lineas
celulares de céncer de préstata DU-145, PC-3 y LNCaP, se descubrieron tres compuestos muy potentes y selectivos
(56, 56a 'y 66).

De los datos que se han expuesto anteriormente (en la Tabla 3) parece desprenderse que (i) los compuestos que
contienen un alcohol y que no contienen fosfato son menos activos (27 frente a 56); (ii) los compuestos que tienen la
fraccion fosfato protegida son menos activos (51 frente a 56); (iii) la alquilacién de la amina no reduce la actividad
(56a); (iv) el compuesto difosfato mds potente presenta un enlace éter en la posicién sn-1; (v) cuando se redujo la
longitud de cadena en la serie de la SAP (55 frente a 56), la potencia contra DU-145 y PC-3 disminuy6 (aunque la
potencia contra las células LNCaP aumentd); (vi) cuando se redujo la longitud de cadena en la serie de los compuestos
difosfato (sn-1 alquilo), la potencia disminuyd, aunque la selectividad por las células LNCaP se mantuvo; y (vii) la
sustitucion en la posicion sn-1 (acilo frente a alquilo) no aumenté la potencia. Probablemente la ubicacién de destino
de estas moléculas reside en la membrana celular (por ejemplo, un receptor transmembranal), dado que es improbable
que los derivados fosfatados polares atraviesen con facilidad la membrana celular (aunque podria darse el caso de
que existiese un sistema de transporte activo). De estos resultados parece desprenderse que las diferencias en los
PLGFRs o los sucesos en la transduccidn de sefiales “downstream” pueden desempefiar una funcién importante en las
propiedades de inhibicidn del crecimiento que estos compuestos tienen sobre las células de cancer de prostata.

Ejemplo 13
Preparacion y caracterizacion de lineas celulares estables que expresan el EDG-2, el EDG-4 y el EDG-7

En un esfuerzo por desarrollar antagonistas selectivos de los receptores EDG-2, EDG-4 y EDG-7, primero se
eligi6 un sistema de identificacion de compuestos candidatos. Como sistema modelo se eligieron las células RH7777,
ya que existian informes de que, en un amplio abanico de estudios celulares, no respondian al LPA, y ademas porque
se descubrié que no contenian ARNm para ninguno de los receptores EDG conocidos (Fukushima et al., 1998). Se
instituyeron en las células RH7777 lineas de células estables transfectadas con los receptores EDG, asi como lineas
de células de control transfectadas con un vector vacio.

Se analizaron los clones resultantes, mediante monitorizacién de los incrementos transitorios de Ca’* intracelulares
y mediante TI-PCR. Este proceso de andlisis condujo a la identificacién de al menos tres lineas celulares que expresa-
ban el EDG-2 y el EDG-7; no se logr6 identificar ninguna linea celular positiva que expresase el EDG-4. Asimismo,
se hall6 que las células transfectadas con el vector no respondian al LPA. Aunque no se aislaron clones estables que
expresasen el EDG-4, la expresion transitoria del EDG-4 condujo a la activacién, mediada por el LPA, de los in-
crementos transitorios de Ca?* intracelulares, lo que demostré que el constructo era funcionalmente activo en estas
células. La linea celular estable que expresaba el EDG-4 empleada en estos experimentos fue aislada y caracterizada
por Im et al., quienes nos proporcionaron amablemente ese clon (Im et al., 2000).

Se caracterizaron atin mds las lineas celulares con la intencién de identificar una prueba adecuada para el andlisis
e identificacién de posibles antagonistas. En las células que expresaban el EDG-2, asi como en las que expresaban
el EDG-4 de manera transitoria, se observé que el LPA provocaba la activacién de la ERK 1/2; en las células que
expresaban el EDG-7 no habia activacién de la ERK 1/2. El LPA provocaba incrementos transitorios de Ca** en todas
las lineas de células estables que expresaban el EDG-2, el EDG-4 y el EDG-7. Las curvas dosis-respuesta revelaron
valores de CEs, (concentracion efectiva media) de 378 + 53, 998 + 67,y 214 + 26 nM para las células que expresaban
el EDG-2, el EDG-4 y el EDG-7, respectivamente (Figuras 28A-C). Como el valor de CEs, determinado en el clon
estable que expresaba el EDG-4 diferia del que se habia notificado anteriormente, se elaboré también una curva dosis-
respuesta correspondiente a las células que expresaban el EDG-4 de manera transitoria (Figura 28B, An et al., 1998a;
An et al., 1998b), la cual arroj6 un valor de CE5, de 186 + 39.

Se examind la capacidad del LPA para estimular la sintesis de ADN en las lineas de células estables; para ello, se
midid la incorporacion de *H-timidina. Ni las células RH7777 de referencia ni las células RH7777 transfectadas con el
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vector mostraron un aumento de la incorporacién de *H-timidina tras una incubacién de 24 horas de duracién con LPA
10 uM; este hecho contrasta con un informe anterior en el que se notificaba que el LPA es mitégeno en estas células.
En las células que expresaban el EDG-2, la incorporacién de *H-timidina aument6 en un factor de 1,8, mientras que
las células que expresaban el EDG-4 y el EDG-7 no mostraron aumento alguno de la incorporacién de *H-timidina en
comparacion con las células de control.

Ejemplo 14
Actividad de los fosfatidatos de cadena corta sobre los receptores EDG-2 y EDG-7

Puesto que se habian provocado incrementos transitorios del Ca®* en las tres lineas de células estables que expre-
saban el EDG-2, el EDG-4 y el EDG-7 (Figuras 28A-C), se empled esta prueba con la intencién de identificar posibles
antagonistas. En un esfuerzo por identificar antagonistas selectivos de los miembros activados por LPA de la familia
de receptores EDG, como punto de partida se emplearon las caracteristicas estructurales del farmacéforo del LPA. Se
probaron LPA (8:0) de cadena corta, o una mezcla de LPA (8:0) y LPA (18:1), como inhibidores del EDG-2, EDG-4 o
EDG-7. Cuando se probé con las células una mezcla de LPA (8:0) y LPA (18:1), los incrementos del Ca** no se vieron
afectados en ninguna de las tres lineas de células estables (véanse las Figuras 30A-C, 31A-C y 30A-B). EI LPA (8:0)
por si solo no fue capaz de provocar incrementos del Ca’* en ninguna de las células, ni siquiera a concentraciones tan
altas como 10 uM.

Basandose en estos resultados, los solicitantes desarrollamos la hipétesis de que una modificacién del farmacéforo
del LPA, que restringiese estéricamente la movilidad de la cadena de dcido graso, podria afectar también a sus propie-
dades en cuanto a ligandos. Por este motivo, probamos también los compuestos con un segundo acido graso de cadena
corta, en la posicion sn-2. Tales fosfatidatos de cadena corta presentan una mayor hidrofobicidad en relacién con el
LPA de cadena corta correspondiente, que podria limitar la interaccién de dichos fosfatidatos con el bolsillo de unién
a ligandos del receptor.

El 4cido fosfatidico (PA) y el diacilglicerol pirofosfato (DGPP) son lipidos que se dan naturalmente y que compar-
ten algunas propiedades quimicas con el farmacéforo del LPA; presentan grupos fosfato iénicos y cadenas de dcidos
grasos. Ninguno de ambos compuestos es agonista de los receptores EDG (véase mds adelante). Teniendo en cuen-
ta esta similitud, se preparé un DGPP de cadena corta y se lo probé como inhibidor del EDG-2, EDG-4 o EDG-7.
Las Figuras 29A-D ilustran el efecto de un exceso diez veces mayor de DGPP (8:0) sobre los incrementos del Ca**
generados por el LPA en las lineas de células estables. En las células que expresaban el EDG-2, los incrementos del
Ca** fueron inhibidos un 50% aproximadamente (Figura 29A); en las células que expresaban el EDG-7, los incre-
mentos del Ca>* fueron inhibidos por completo (Figura 29C). En cambio, en las células que expresaban el EDG-4,
los incrementos del Ca®* no se vieron afectados por el DGPP (8:0) (Figura 29B). Dada la discrepancia en los valores
de CEs, en relacién con la expresion estable y transitoria del EDG-4 (Figura 29B), se probd de manera parecida el
DGPP 8:0 en células que fueron transfectadas transitoriamente con el EDG-4. Los incrementos del Ca** no se vieron
afectados por el DGPP 8:0 en las células que expresaban transitoriamente el EDG-4 (Figura 29D), y esto se ajustaba
a los resultados obtenidos en los experimentos llevados a cabo con las células estables. Se obtuvieron observaciones
similares empleando PA 8:0 en cada una de las pruebas que se han descrito para el DGPP 8:0 (véase mds adelante).

Se determinaron las curvas de inhibicion de las células que expresaban el EDG-2 y el EDG-7, empleando con-
centraciones crecientes de DGPP 8:0 y manteniendo constante la concentracién de LPA en la CEs, correspondiente al
receptor estudiado. A partir de estas curvas se determinaron los valores de Cls, 285 + 28 nM para el EDG-7 (Figura
30A) y 11,0 + 0,68 uM para el EDG-2 (Figura 31A). Empleando una cantidad constante de DGPP 8:0, cercana al
valor de Cls, (250 nM para el EDG-7, 3 uM para el EDG-2), las curvas dosis-respuesta correspondientes al EDG-7
(Figura 30B) y al EDG-2 (Figura 31B) se desplazaron hacia la derecha, lo que indicaba la existencia de un mecanismo
de inhibicién competitivo.

Con el fin de definir mejor la relacién entre estructura y actividad del DGPP y de las especies de cadena corta
(8:0) y de cadena larga (18:1) del LPA, se probaron el DGPP, el PA y el DAG con lineas celulares que expresaban
el EDG-2 y el EDG-7. La Figura 30C ilustra el efecto de estos lipidos sobre los incrementos del Ca’* en células que
expresaban el EDG-7, expuestas a una combinacién de LPA 18:1 con cada uno de dichos lipidos. Para llevar a cabo
estos experimentos se eligié una concentracién de LPA cercana a la CEs,, mientras que los lipidos que se deseaba
probar se aplicaron a una concentracion igual a la Cls, del DGPP 8:0. El LPA 8:0 no tuvo efecto alguno sobre el EDG-
7, mientras que tanto el DGPP 8:0 como el PA 8:0 inhibieron significativamente los incrementos del Ca**. Cuando se
aument6 la longitud de cadena del DGPP y del PA a 18:1, estos andlogos no fueron inhibidores del EDG-7 (Figura
30C). De igual manera, el DAG 18:1 no tuvo ningtn efecto inhibidor sobre el EDG-7.

Se prob6 el mismo conjunto de lipidos con células que expresaban el EDG-2 (Figura 31C). Se emplearon analogos
de longitud de cadena C8 (octil) del DGPP, PA y DAG a una concentracién 10 uM; a dicha concentracion, todos ellos
redujeron las respuestas (los incrementos del Ca**) en un 50%, 19% y 64% respecto del control, respectivamente.
Tras aumentar la longitud de cadena a 18:1, el DGPP y el DAG dejaron de tener efecto inhibidor, mientras que el
PA 18:1 mantuvo un efecto inhibidor modesto (redujo los incrementos del Ca** en un 18%). Se probd también el
conjunto de lipidos con células que expresaban el EDG-4 (Figuras 32A-B). Cuando fueron probados con la lineas de
células estables que expresaba el EDG-4, ninguno de los lipidos de cadena corta o larga tuvo efecto inhibidor, pero
el PA 8:0 y el PA 18:1 aumentaron significativamente los incrementos del Ca**, en un 162% y un 137% respecto del
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control, respectivamente. Para confirmar los resultados obtenidos con el clon estable, se probé el conjunto de lipidos
con células que expresaban transitoriamente el EDG-4 (Figura 32B). De nuevo, ni las especies de cadena corta ni
las especies de cadena larga del DGPP o del PA tuvieron efecto inhibidor sobre los incrementos del Ca**, lo cual se
ajustaba a los resultados obtenidos con la linea de células estable. No obstante, a diferencia de lo que ocurria con
el clon que expresaba el EDG-4 de manera estable, ninguno de los andlogos del PA aument6 los incrementos del
Ca”* en las células que expresaban transitoriamente el EDG-4. Ninguna de las especies del PA, aplicada por si sola, a
concentraciones de hasta 10 uM, provocé una respuesta en células que expresaban de manera estable o transitoria el
EDG-4.

Se examiné también el efecto del DGPP 8:0 sobre células que expresan endégenamente los receptores del LPA.
Se hall6é que el DGPP 8:0 inhibia las corrientes de Cl~ (mediadas por el Ca**) que el LPA provocaba hacia el interior
del oocito de Xenopus, con una Cls, de 96 + 21 nM (Figura 33A). En presencia de una concentracién 200 nM de
DGPP 8:0, la curva dosis-respuesta correspondiente al LPA 18:1 se desplazé hacia la derecha, lo que indicaba la
existencia de un mecanismo de accién competitivo semejante al hallado en los clones EDG-2 y EDG-7 (Figura 33B).
Con el fin de determinar si el DGPP 8:0 actiia mediante un mecanismo intracelular o extracelular, se inyecté DGPP 8:0
intracelularmente y se expuso el oocito a LPA 18:1. La Figura 32C muestra que tras la inyeccién intracelular de DGPP
8:0, calculada para alcanzar una concentracién > 300 nM, la inyeccién extracelular de LPA 18:1 5 nM provocé una
respuesta que fue idéntica, en tamafio, a la del control. En cambio, la respuesta provocada en condiciones normales
por el LPA 18:1 fue inhibida por completo cuando se aplic6 DGPP 8:0 extracelularmente (Figura 33C). El efecto
inhibidor del DGPP 8:0 era reversible, puesto que tras un lavado de 10 minutos de duracion, la respuesta se recuperd
hasta igualar el nivel de control (Figura 33C).

Con el fin de demostrar la especificidad del DGPP 8:0 hacia los receptores del LPA expresados en el oocito, se
indujo la expresion de receptores de neurotransmisores mediante inyeccion de ARNm poliA+ procedente de cerebro
de rata. Esto condujo a la expresion de los receptores, acoplados a proteina G, de la serotonina y de la acetilcolina, que
no se expresan en oocitos que no han recibido la mencionada inyeccion. Estos neurotransmisores activan la misma ruta
de sefalizacién mediada por inositol trifosfato-Ca®* que es activada por el LPA (Tigyi et al., 1990). En estos oocitos,
el DGPP 8:0 no inhibi6 las respuestas generadas por la serotonina, ni las generadas por el carbacol, lo que demuestra
la especificidad del DGPP 8:0 hacia los receptores del LPA. Cuando se emple6 PA 8:0 a concentraciones similares, el
PA 8:0 se mostré también eficaz para inhibir las respuestas provocadas por el LPA en los oocitos.

También se examino el efecto del DGPP 8:0 sobre las respuestas provocadas por el LPA en sistemas de mamife-
ros que expresan endégenamente los receptores del LPA. Se analizaron células NIH3T3 mediante TI-PCR para ver
si presentaban ARNm que codificase receptores EDG/PSP24. La Figura 34A muestra que en las células NIH3T3 se
detectaron transcriptos de ARNm para EDG-2, EDG-5 y PSP24. Para demostrar que el DGPP 8:0 inhibia especifica-
mente los incrementos del Ca®>" provocados por el LPA, y no asi los incrementos del Ca** provocados por el S1P, se
expuso a las células NIH3T3 a LPA o S1P 100 nM en presencia de DGPP 8:0 10 uM. Como se ilustra en la Figura
34B, el DGPP 8:0 inhibi6 significativamente los incrementos del Ca?* provocados por el LPA, y los incrementos del
Ca** provocados por el S1P no se vieron afectados.

Se ha demostrado que el cincer de ovario genera LPA, y que el LPA desempefia una funcién en el cincer de
ovario (Xu et al., 1995a). Por lo tanto, se probé también el DGPP 8:0 en células de cancer ovarico HEY con el fin
de determinar si tenfa un efecto sobre una diana terapéuticamente relevante. La Figura 34D muestra que el DGPP 8:0
inhibid6 la oscilacién del Ca** provocada por el LPA en un 12% respecto del control (mientras que el DGPP 18:1 no
tuvo efecto alguno). De igual manera, el PA 8:0 inhibi6 la oscilacién del Ca® provocada por el LPA en un 6% respecto
del control, y el PA 18:1 no tuvo efecto alguno. Las células HEY expresan transcriptos de ARNm para los receptores
EDG-1, EDG-2, EDG-5 y EDG-7 (Figura 34C).

Ejemplo 15
Inhibicion de la proliferacion de las células NIH3T3

El efecto distintivo de un factor de crecimiento es su capacidad para provocar la proliferacién celular. Dado que
se ha demostrado que el LPA estimula la proliferacién en un amplio abanico de tipos de células diferentes (Goetzl et
al., 2000), se examind la capacidad del DGPP 8:0 para inhibir la proliferacion celular en células NIH3T3. La Figura
35 muestra que el DGPP 8:0 inhibi6 significativamente la proliferacién, inducida por el LPA, de las células NIH3T3
- reduciendo el nimero de células a niveles semejantes a los de las células de control - y que no tuvo efecto alguno
sobre las células de control tratadas con un solvente. Con el fin de definir la relacion estructura-actividad inherente al
efecto inhibidor del DGPP 8:0, en la prueba se incluyeron las especies de cadena corta y de cadena larga del DGPP,
PA y DAG. Como se ilustra en la Figura 35, ninguno de los lipidos incluidos en el conjunto empleado para la prueba
tuvo un efecto inhibidor o estimulador significativo sobre las células de control tratadas con solvente. Unicamente el
DGPP 8:0 inhibi6 la proliferacién inducida por el LPA. Ni el DGPP 18:1 ni el PA o el DAG de cadena corta/larga
tuvieron efecto alguno sobre la proliferacién inducida por el LPA. Es un hecho interesante el que el PA 8:0 no tuviese
un efecto inhibidor significativo en esta prueba.
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Discusion de los Ejemplos 13-15

Se emplearon células RH7777 para la expresion heteréloga de los receptores EDG-2, EDG-4 y EDG-7 con el
fin de identificar posibles antagonistas. Basdndonos en nuestros modelos computacionales previos de los receptores
EDG (Parrill et al., 2000) y en los datos disponibles acerca de la relacién estructura-actividad (Jalink et al., 1995),
los resultados experimentales que hemos descrito aqui demuestran que el fosfatidato de cadena corta DGPP 8:0 es un
antagonista selectivo y competitivo del EDG-7, con un valor de Cls, de 285 + 28 nM. Se hall6 asimismo que el DGPP
8:0 tenia un efecto inhibidor escaso sobre el EDG-2, con un valor de Cls, de 11,0 + 0,68 uM, y que no inhibié el EDG-
4. El DGPP 8:0 inhibi6 la respuesta del LPA enddgeno en los oocitos de Xenopus, con un valor de Cls, de 96 + 21
nM. El PA 8:0 mostré propiedades de inhibicidn similares. Por lo tanto, estos fosfatidatos de cadena corta muestran
de 40 a 100 veces mas selectividad hacia el EDG-7 que hacia el EDG-2.

Estos resultados obtenidos con los fosfatidatos de cadena corta mencionados vienen a confirmar los obtenidos por
Bandoh er al. (2000), quienes demostraron que el LPA, con una longitud de cadena del acilo de doce carbonos o menos,
no genera respuestas en células de insectos que expresan el EDG-2, el EDG-4 o el EDG-7. Como se ha demostrado
anteriormente, el LPA 8:0 no fue ni agonista ni antagonista del EDG-2, el EDG-4 o el EDG-7 en un sistema de
expresion compuesto por células de mamiferos. El EDG-7 tiene 10 veces més preferencia por el LPA cuando el LPA
tiene una cadena de dcido graso esterificada a la posicion sn-2, frente al LPA con una cadena de dcido graso esterificada
a la posicion sn-1 (Bandoh et al., 2000). Por lo tanto, la distancia de la cadena hidrocarbonada respecto de la fraccién
fosfato no impide la unidén al receptor y la activacién de este ultimo. Asimismo, el EDG-7 muestra una preferencia
por los acidos grasos insaturados, de cadena larga, frente a sus homélogos saturados. La presencia de un enlace éter
o de una cadena lateral de éter de vinilo también redujo la CEs, en dos 6rdenes de magnitud (Bandoh et al., 2000).
Ademas, hay una longitud de cadena hidrocarbonada 6ptima, a saber, 18 carbonos; los andlogos de 20 carbonos
fueron agonistas mas débiles. Estas propiedades farmacoldgicas del EDG-7 parecen indicar que la activacion del
receptor depende de la longitud de cadena, asi como de la flexibilidad de la cadena lateral (enlace éster frente a enlace
éter).

Mediante el modelado computacional del receptor EDG-1 se han identificado tres residuos cargados que resultan
necesarios para la unién a ligandos. Uno de estos residuos, la arginina 120, que se predice que interacciona con el
grupo fosfato, se conserva en todos los miembros de la familia de los EDG. EI segundo residuo, la arginina 292,
aparece en una posicién en la que todos los miembros de la familia de los EDG, salvo el EDG-8, tienen cerca un
residuo catiénico. El tercer residuo, el glutamato 121, no se conserva en los receptores EDG especificos del LPA; en el
EDG-2, el EDG-4 y el EDG-7, en el lugar correspondiente hay una glutamina. Se predice que este residuo glutamina
interacciona con la fraccién hidroxilo del LPA. La sustitucion de este residuo por alanina ha conducido a la pérdida de
la unidn a ligandos y de la activacion del receptor, lo que parece indicar que la interaccion iénica entre las fracciones
cargadas del farmacoforo de los PLGFs y estos tres residuos es necesaria para la unién a ligandos en el EDG-1 (Parrill
et al., 2000). En vista de todo esto, se formul6 la hipdtesis de que, para la activacién de los agonistas, se necesita
una combinacién de interacciones en las que participan el ancla iénica y la cola hidréfoba. Los resultados que hemos
expuesto respaldan dicha hipétesis, ya que demostraron que el LPA 8:0 de cadena corta no fue capaz de activar el
EDG-2, el EDG-4 ni el EDG-7, lo que subraya la importancia que tiene la interaccién entre la cola hidréfoba y el
bolsillo de unién a ligandos. Como consecuencia, los solicitantes han designado a la cola hidr6foba como la regién
“interruptor” del farmacéforo de los PLGFs. Dada la relativa tolerancia, por parte de estos receptores, a la sustitucion
de los 4cidos grasos en sn-1y sn-2, los solicitantes se centraron en los fosfatidatos de cadena corta, que se pensé que
no eran capaces de activar los receptores a causa de sus cadenas hidrocarbonadas truncadas. La movilidad estructural
de las cadenas acilo en los fosfatidatos se ve limitada también por la fraccidén 4cido graso adyacente. Los solicitantes
exploraron asimismo los efectos de una fraccion pirofosfato, que no s6lo no cambia el cardcter de carga negativa de la
regién de anclaje, sino que aumenta dicha carga negativa.

Este disefio farmacoldgico conceptual se sometié a prueba en lineas celulares clonales que expresaban los recep-
tores EDG-2, EDG-4 y EDG-7. Se descubri6 que las propiedades farmacolégicas del DGPP 8:0 y del PA 8:0 son
radicalmente diferentes en relacién con los tres receptores. Ambas moléculas se mostraron eficaces como inhibidores
del EDG-7, pero fueron més de un orden de magnitud menos eficaces a la hora de inhibir el EDG-2. Ninguna de
las dos moléculas se mostré eficaz como inhibidor del EDG-4. Se hall6 también que el DGPP 8:0 era un inhibidor
competitivo del EDG-2 y del EDG-7; desplazaba las curvas dosis-respuesta hacia la derecha y se producia un aumento
de los valores de CEs, para el LPA en ambos receptores. La carencia de actividad agonista de las especies de PA y
de DGPP de cadena larga correspondientes resalta las limitaciones que prevalecen en el bolsillo de unién a ligandos.
La importancia que tiene el ancla iénica para el acoplamiento del ligando al bolsillo de unién se ve respaldada por la
ausencia de inhibicién por parte del DAG 8:0, aunque es probable que sus efectos celulares se confundan debido a sus
acciones intracelulares sobre otras dianas moleculares, tales como la PKC.

Tanto el PA como el DGPP son lipidos que se dan en la naturaleza. E1 DGPP (8:0) fue descubierto en 1993
como un lipido novedoso que aparecia en las plantas y que es un producto de la fosforilacién del PA por parte de
la fosfatidato quinasa (Wissing y Behrbohm, 1993; Munnik et al., 1996). El DGPP ha sido identificado en bacterias,
levaduras y plantas, pero no asi en células de mamiferos. Estudios recientes han revelado que el DGPP activa los
macrdfagos y estimula la produccién de prostaglandinas mediante la activacion de la fosfolipasa A, citosdlica, lo que
parece indicar que el DGPP desempefia una funcién en la respuesta inflamatoria (Balboa et al., 1999; Balsinde et
al., 2000). Estos autores descartaron la posibilidad de que estos efectos fuesen mediados a través de los receptores del
LPA. Los resultados que hemos expuesto, obtenidos con los andlogos de cadena larga del DGPP y del PA, confirmaron
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esta nocion, ya que dichos compuestos no presentaron propiedades agonistas en las lineas celulares que expresaban
receptores EDG a concentraciones de hasta 10 M.

También se examiné el efecto de los fosfatidatos de cadena corta sobre los receptores del LPA que se expresaban
enddgenamente en tres tipos de células diferentes. Se hallé que el DGPP 8:0 y el PA 8:0 eran eficaces como inhibidores
de las corrientes de CI~ provocadas por el LPA en los oocitos de Xenopus. Con el fin de determinar el lugar de accién,
se inyecté DGPP 8:0 en oocitos y luego se les aplicé LPA extracelularmente. E1 DGPP 8:0 sélo se mostré eficaz como
inhibidor de las corrientes de Cl1~ provocadas por el LPA cuando fue aplicado extracelularmente, lo que demuestra que
ejerce su efecto antagonista en la superficie celular. La especificidad del DGPP 8:0 hacia los receptores del LPA fue
demostrada en oocitos y en células NIH3T3. En estas células, el DGPP 8:0 s6lo inhibi6 eficazmente los incrementos
del Ca** provocados por el LPA; no asi los incrementos del Ca** provocados por el S1P, la acetilcolina o la serotonina.

El andlisis mediante TI-PCR revel6 que en las células NIH3T3 sélo se expresa el EDG-2 y no el EDG-4 ni el
EDG-7. En las células NIH3T3, el DGPP 8:0, en un gran exceso (factor de 100), s6lo inhibié los incrementos del Ca**
en un 40%. Este nivel de inhibicién es semejante al observado con el DGPP 8:0 en la linea de células estables que
expresaba el EDG-2, donde también result6 ser un inhibidor débil. Cuando se evaluaron el DGPP y el PA de cadena
corta en células de cancer ovarico HEY, a un exceso de diez veces la concentracién de LPA, ambos fueron inhibidores
eficaces, mientras que ninguna de ambas moléculas de cadena larga tuvo efecto alguno. El andlisis mediante TI-PCR
revel6 que en las células HEY el ARNm predominante codificaba el EDG-7 y s6lo se detecté una pequefia cantidad
de ARNm que codificase el EDG-2. Este nivel de inhibicién es semejante al observado en la linea de células estables
que expresaba el EDG-7, en la que tanto el DGPP 8:0 como el PA 8:0 fueron inhibidores eficaces.

Se evaluo la capacidad de ambos fosfatidatos de cadena corta para bloquear la proliferacion de las células NIH3T3
inducida por el LPA. El DGPP 8:0 inhibi6 eficazmente la proliferacién inducida por el LPA, mientras que el DGPP
de cadena larga no la inhibié. Aunque el PA 8:0 inhibié eficazmente los incrementos del Ca**, no se mostré eficaz
en inhibir la proliferacion celular. Estos resultados son conformes con un informe previo en el que se notificaba que
el LPA (12:0) no inhibié el efecto mitégeno del PA 18:1 (van Corven ef al., 1992). En las pruebas de larga duracién
preocupa la estabilidad de las moléculas, ya que las lipidofosfatasas podrian inactivar el antagonista. El hecho de
que ni el PA ni el DAG inhibieron la proliferacién parece indicar que es probable que el DGPP 8:0 sea mas estable
a lo largo de toda esta prueba. La estabilidad del DGPP fue también demostrada por Balboa et al. (1999), quienes
notificaron que, en el transcurso de sus experimentos, el DGPP no era metabolizado.

El DGPP 8:0 representa una herramienta nueva importante para el campo de estudio que nos ocupa (no sélo los
receptores EDG, sino también otros receptores de los PLGFs). El concepto de un ancla iénica y de un interruptor
hidr6fobo del farmacéforo de los PLGFs, derivado del modelado computacional de la familia de los EDG, deberia
resultar util para el disefio y la sintesis de nuevos inhibidores.

Ejemplo 16

Sintesis de los compuestos intermedios fosfatados de cadena lineal 101-105
Compuesto 101
Diéster de dcido fosforico con dibencilo y butilo

Se disolvieron 74 mg (1,00 mmol) de n-butanol anhidro y 365 mg (5,17 mmol) de 1H-tetrazol en 34 ml de cloruro
de metileno anhidro en un matraz de fondo redondeado de 100 ml. Mediante una jeringa, se afiadié una solucién de
0,895 g (2,58 mmol) de dibencil-N,N-diisopropil fosforamidito en 5 ml de cloruro de metileno anhidro, en atmdsfera
de argén y agitando. La mezcla de reaccién fue agitada a temperatura ambiente durante 2 horas. Después se enfrié la
mezcla de reaccion en un bafio de hielo seco con alcohol isopropilico a ~38°C. Se afiadieron gota a gota 0,815 g (3,43
mmol) de 4cido peracético al 32% en 28 ml de cloruro de metileno anhidro, mediante un embudo de adicién. Tras la
adicion, se elevé la temperatura de la mezcla de reaccién hasta ~0°C mediante bafio de hielo. Se agité la mezcla de
reaccién en el bafio de hielo durante 1 hora. Después se transfiri6 la mezcla de reaccién a un embudo separador y se
diluyé la mezcla de reaccién con 200 ml de cloruro de metileno. Se lavé la capa organica con metabisulfito sédico al
10% (2 x 40 ml), bicarbonato sédico saturado (2 x 40 ml), agua (30 ml) y solucién salina saturada (40 ml). Se secé la
capa orgéanica con sulfato sédico anhidro, se la filtré y se la concentr6 en condiciones de vacio hasta secarla. Después,
el producto bruto fue purificado mediante cromatografia con adsorcién en gel de silice empleando hexanos/acetato de
etilo 1:1 como eluyente, obteniéndose el compuesto 101 (309 mg que contenian una pequefia cantidad de impureza
originada en el exceso de reactivo fosforilador) en forma de aceite transparente. RMN 'H (CDCI;) 0,88 (t, J = 7,2 Hz,
3H, CH,), 1,34 (sexteto, J = 7,2 Hz, 2H, OCH,CH,CH,CH3;), 1,59 (quinteto, J = 6,6 Hz, 2H, OCH,CH,CH,CH};), 3,99
(dt,J = 6,6 Hz, 6,6 Hz, 2H, OCH,CH,CH,CHs;), 5,02 (d, J = 1,8 Hz, 2H, OCH,Ar), 5,05 (d, J = 2,1 Hz, 2H, OCH, Ar),
7,35 (sa, 10H, 2 x ArH); RMN "*C (CDCl;) 13,55, 18,60, 32,16, (d, Jcp = 6,8 Hz), 67,72 (d, Jcp = 6,1 Hz), 69,13 (d,
Jer = 5,5 Hz), 127,90, 128,47, 128,55, 136,00 (d, Jcp = 6,8 Hz); RMN *'P (CDCl;) 16,84; MS (modo positivo): [M +
Na] a m/z 357,3.
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Compuesto 102
Diéster de dcido fosforico con dibencilo y octilo

Se emplearon 130 mg (1,00 mmol) de n-octanol anhidro y se siguié un procedimiento andlogo al empleado para
obtener el compuesto 101. El producto bruto fue purificado mediante cromatografia con adsorcion en gel de silice
empleando hexanos/acetato de etilo 7:3 como eluyente, obteniéndose el compuesto 102 (351 mg, 90%) en forma de
aceite claro. RMN 'H (CDCl;) 0,88 (t, J = 6,9 Hz, 3H, CH,), 1,24 (sa, 10H, OCH,CH,(CH,)sCHj3), 1,60 (quinteto, J =
6,9 Hz, 2H, OCH,CH,(CH,)sCHj3), 3,98 (dt, ] = 6,6 Hz, 6,9 Hz, 2H, OCH,CH,(CH,)sCH3;), 5,02 (d, J = 2,1 Hz, 2H,
OCH,Ar), 5,05 (d, J = 2,4 Hz, 2H, OCH,Ar), 7,34 (sa, 10H, 2 x ArH); RMN “C (CDCl;) 14,09, 22,62, 25,38, 29,06,
29,14, 30,17 (d, Jcp = 6,9 Hz), 31,75, 68,05 (d, Jcp = 6,2 Hz), 69,12 (d, Jcp = 5,5 Hz), 127,90, 128,47, 128,56, 135,97
(d, Jep = 6,9 Hz); RMN *'P (CDCl;) 16,83; MS (modo positivo): [M + *Nal]* a m/z 413,4.

Compuesto 103
Diéster de dcido fosforico con dibencilo y dodecilo

Se emplearon 186 mg (1,00 mmol) de n-butanol anhidro y se siguié un procedimiento andlogo al empleado para
obtener el compuesto 101. El producto bruto fue purificado mediante cromatograffa con adsorcion en gel de silice
empleando hexanos/acetato de etilo 7:3 como eluyente, obteniéndose el compuesto 103 (361 mg, 81%) en forma de
aceite claro. RMN "H (CDCl;) 0,88 (t, J = 7,2 Hz, 3H, CH3), 1,24 (sa, 18H, OCH,CH,(CH,),CHj3), 1,60 (quinteto, J =
6,9 Hz, 2H, OCH,CH,(CH,),CHj3), 3,98 (td, J = 6,9 Hz, 6,6 Hz, 2H, OCH,CH,(CH,),CH3;), 5,02 (d, J = 2,1 Hz, 2H,
OCH,Ar), 5,05 (d, J = 2,1 Hz, 2H, OCH,Ar), 7,34 (sa, 10H, 2 x ArH); RMN “C (CDCl;) 14,13, 22,69, 25,38, 29,12,
29,35, 29,49, 29,56, 29,63, 30,18 (d, Jcp = 7,0 Hz), 31,92, 68,05 (d, Jcp = 6,1 Hz), 69,12 (d, Jcp = 5,4 Hz), 127,89,
128,46, 128,55, 135,97 (d, Jcp = 6,8 Hz); RMN *'P (CDCl;) 16,84; MS (modo positivo): [M + *Na]* a m/z 469,1.

Compuesto 104
Diéster de dcido fosforico con dibencilo y octadecilo

Se emplearon 270 mg (1,00 mmol) de octadecanol y se sigui6 un procedimiento andlogo al empleado para obtener
el compuesto 101. El producto bruto fue purificado mediante cromatografia con adsorcién en gel de silice empleando
hexanos/acetato de etilo 7:3 como eluyente, obteniéndose el compuesto 104 (474 mg, 89%) en forma de sélido hi-
groscépico de color blanco: pf 32-33°C; RMN 'H (CDCl;) 0,88 (t, J = 6,9 Hz, 3H, CH3), 1,25 (sa, 30H, OCH,CH,
(CH,)15CH;), 1,60 (quinteto, J = 6,9 Hz, 2H, OCH,CH,(CH,),sCH,;), 3,98 (td, J = 6,6 Hz, 6,9 Hz, 2H, OCH,CH,
(CH,),5CH,), 5,02 (d, J = 2,1 Hz, 2H, OCH,Ar), 5,05 (d, J = 2,1 Hz, 2H, OCH,Ar), 7,34 (sa, 10H, 2 x ArH); RMN
BC (CDClLy) 14,12, 22,70, 25,40, 29,13, 29,38, 29,51, 29,58, 29,68, 29,72, 30,20 (d, Jcp = 6,9 Hz), 31,94, 68,06 (d,
Jep =6,1 Hz), 69,14 (d, Jcp = 5,4 Hz), 127,90, 128,47, 128,55, 136,00 (d, Jop = 6,8 Hz); RMN *'P (CDCl;) 16,83; MS
(modo positivo): [M + #Na]* a m/z 553,3.

Compuesto 105
Diéster de dcido fosforico con dibencilo y docosanilo

Se emplearon 327 mg (1,00 mmol) de docosanol y se siguié un procedimiento andlogo al empleado para obtener
el compuesto 101. El producto bruto fue purificado mediante cromatografia con adsorcion en gel de silice empleando
hexanos/acetato de etilo 7:3 como eluyente, obteniéndose el compuesto 105 (516 mg, 88%) en forma de sélido hi-
groscépico de color blanco: pf 43,5-44,5°C; RMN 'H (CDCl;) 0,88 (t, J = 6,9 Hz, 3H, CH3), 1,25 (sa, 38H, OCH,CH,
(CH»)1yCH;), 1,60 (quinteto, J = 6,9 Hz, 2H, OCH,CH,(CH,),,CH;), 3,98 (td, J = 6,6 Hz, 6,6 Hz, 2H, OCH,CH,
(CH,)1yCH,), 5,02 (d, J = 2,4 Hz, 2H, OCH,Ar), 5,05 (d, J = 2,4 Hz, 2H, OCH,Ar), 7,35 (sa, 10H, 2 x ArH); RMN
3C (CDCLy) 14,13, 22,70, 25,39, 29,12, 29,37, 29,50, 29,57, 29,66, 29,71, 30,18 (d, Jcp = 6,9 Hz), 31,93, 63,06 (d,
Jep =6,0Hz), 69,13 (d, Jcp = 5,6 Hz), 127,89, 128,47, 128,55, 135,98 (d, Jcp = 6,9 Hz); RMN *'P (CDCl;) 16,83; MS
(modo positivo): [M + #Na]* a m/z 609,3.

Ejemplo 17
Sintesis de los compuestos intermedios fosfatados de cadena lineal 106-110

Compuesto 106

Fosfato de monobutilo

Se disolvieron 200 mg (0,60 mmol) del compuesto 101 en 30 ml de metanol anhidro en un recipiente a presion de
paredes gruesas. Se purgd el recipiente con argén y se aiadieron ~200 mg de paladio al 10% sobre carbén activado
(Pd/C). Se conecto el recipiente a un aparato de hidrogenacioén y se mantuvo una atmésfera de hidrégeno a ~50 psi
(~3,44 bares) dentro del recipiente de reaccién a temperatura ambiente durante 8 horas. Después se filtré la mezcla
de reaccién mediante vacio a través de una almohadilla de Celite que se lavé con metanol. Se evaporo el solvente, en

condiciones de vacio, y tras la evaporacién quedaron 70 mg (86%) del compuesto 106, en forma de aceite de color
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amarillo. RMN 'H (CDCl;/MeOH-d,) 0,95 (t, ] = 7,2 Hz, 3H, CHs), 1,43 (sexteto, J = 7,5 Hz, 2H, OCH,CH,CH,CH};),
1,66 (quinteto, J = 6,9 Hz, 2H, OCH,CH,CH,CH3), 3,99 (td, J = 6,6 Hz, 6,6 Hz, 2H, OCH,CH,CH,CH;); RMN *C
(CDCl;/MeOH-d,) 13,71, 19,02, 32,72 (d, Jop = 7,2 Hz), 66,86 (d, Jcp = 5,5 Hz); RMN *'P (CDCl;/MeOH-d,) 18,84;
MS (modo negativo): [M - 1]~ a m/z 153,0.

Compuesto 107
Fosfato de monooctilo

Se emplearon 200 mg (0,51 mmol) del compuesto 102 y, siguiendo un procedimiento andlogo al empleado para
obtener el compuesto 106, se aislaron 100 mg (93%) del compuesto 107, en forma de sélido pegajoso de color blanco
amarillento. RMN 'H (CDCl;/MeOH-d,) 0,89 (t, J = 6,9 Hz, 3H, CH;), 1,29 (sa, 10H, OCH,CH,(CH,);CH3), 1,67
(quinteto, J = 6,9 Hz, 2H, OCH,CH,(CH,)sCH,), 3,97 (dt, J = 6,6 Hz, 6,6 Hz, 2H, OCH,CH,(CH,)sCH3); RMN "C
(CDCl;/MeOH-d,) 14,18, 22,98, 25,89, 29,57, 29,58, 30,76 (d, Jcp = 7,3 Hz), 32,18, 67,16 (d, Jcp = 5,2 Hz); RMN
3P (CDCl:/MeOH-d,) 20,55; MS (modo negativo): [M - 1]~ a m/z 209,1.

Compuesto 108
Fosfato de monododecilo

Se emplearon 200 mg (0,45 mmol) del compuesto 103 y se siguié un procedimiento igual al empleado para obtener
el compuesto 106, obteniéndose 112 mg (94%) del compuesto 108, en forma de sélido de color blanco. RMN 'H
(CDCl3/MeOH-d,) 0,88 (t, J = 6,6 Hz, 3H, CH;), 1,27 (sa, 18H, OCH,CH,(CH,)yCHj;), 1,67 (quinteto, J = 6,6 Hz, 2H,
OCH,CH,(CH,)sCHsy), 3,97 (dt, J = 6,6 Hz, 6,6 Hz, 2H, OCH,CH,(CH,)yCH;); RMN "*C (CDCl;/MeOH-d,) 14,21,
22,98, 25,84, 29,57, 29,67, 29,89, 29,92, 29,96, 29,98, 30,69 (d, Jcp = 7,4 Hz), 32,25, 67,22 (d, Jcp = 5,7 Hz); RMN
3P (CDCl3/MeOH-d,) 21,22; MS (modo negativo): [M - 1]~ a m/z 265,0.

Compuesto 109
Fosfato de monooctadecilo

Se emplearon 200 mg (0,38 mmol) del compuesto 104 y se siguié un procedimiento andlogo al empleado para
obtener el compuesto 106, obteniéndose 104 mg (79%) del compuesto 109, en forma de sélido de color blanco. RMN
"H (CDCl;/MeOH-d,) 0,89 (t,J = 6,9 Hz, 3H, CH3), 1,27 (sa, 30H, OCH,CH,(CH,),sCHs), 1,68 (quinteto, J = 6,9 Hz,
2H, OCH,CH,(CH,);5sCH3), 3,98 (dt, J = 6,6 Hz, 6,9 Hz, 2H, OCH,CH,(CH,);sCH;); RMN "*C (CDCl;/MeOH-d,)
14,26, 23,14, 26,01, 29,74, 29,84, 30,06, 30,09, 30,16, 30,87 (d, Jcp = 7,2 Hz), 32,42, 67,32 (d, Jcp = 5,8 Hz); RMN
3P (CDCl3/MeOH-d,) 21,69; MS (modo negativo): [M - 1]~ a m/z 349,1.

Compuesto 110
Fosfato de monodocosilo

Se emplearon 200 mg (0,34 mmol) del compuesto 105 y se siguié un procedimiento igual al empleado para obtener
el compuesto 106, obteniéndose 98 mg (71%) del compuesto 110, en forma de sélido de color blanco. RMN 'H
(CDCI3/MeOH-d,) 0,88 (t, J = 6,9 Hz, 3H), 1,26 (sa, 38H, OCH,CH,(CH,),,CHj3), 1,66 (quinteto, J = 6,9 Hz, 2H,
OCHzcﬁ(CH2)19CH3), 3,97 (td, J= 6,6 HZ, 6,6 HZ, 2H, OC&CHz(CH2)19CH3), RMN BC (CDC]3/MCOH-d4) 14,22,
23,01, 25,87, 29,61, 29,71, 29,93, 29,97, 30,04, 30,73 (d, Jcp = 7,4 Hz), 32,29, 67,27 (d, Jcp = 5,6 Hz); RMN *'P
(CDCl3/MeOH-d,) 20,66; MS (modo negativo): [M - 1]~ a m/z 405,1.

Ejemplo 18
Compuestos fosfatados de cadena lineal 106-110

Se emplearon oocitos de Xenopus, que expresan endégenamente el PLGFR PSP24, para evaluar la actividad inhi-
bidora del LPA de los compuestos 106-110. Los oocitos se obtuvieron (en condiciones asépticas) de ranas Xenopus
laevis adultas (obtenidas de la empresa Carolina Scientific, Burlington [Carolina del Norte], Estados Unidos) anes-
tesiadas con xilazina, y se los preparé para el experimento. Los oocitos de fase V-VI fueron desprovistos de la capa
de células foliculares mediante tratamiento con colagenasa de tipo A (obtenida de Boehringer, [Indiana], Estados
Unidos), empleada en una concentracién de 1,4 mg/ml en una solucién una solucién de cloruro sédico compuesta
(solucion de Ringer-2) ovdrica libre de Ca2+ ((OR-2) NaCl 85,2 mM, KCI 2 mM, MgCl, 1 mM, HEPES 5 mM, pH
7,5, con NaOH). Se mantuvo a los oocitos en una solucién de Barth en un incubador a una temperatura de 17 a 20°C,
y se los empled durante 2-7 dias tras su aislamiento.

Se llevaron a cabo registros electrofisiol6gicos empleando un amplificador con fijacién del voltaje de dos electrodos
estandar, manteniendo el potencial de membrana en -60 mV (GeneClamp 500, Axon Instruments, California, Estados
Unidos). Los compuestos que se deseaba probar fueron disueltos en MeOH, formando un complejo con BSA libre
de 4cidos grasos, y diluidos con una solucién de cloruro sédico compuesta (solucion de Ringer-Na+) (NaCl 120 nM,
KCl12 mM, CaCl, 1,8 mM, HEPES 5 mM; pH 7,0) de rana; los compuestos asi preparados fueron aplicados mediante
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superfusién al oocito a una velocidad de flujo de 5 ml/min. Las corrientes de membrana fueron registradas mediante
un osciloscopio digital NIC-310 (de la empresa Nicolet, Madison [Wisconsin], Estados Unidos). Las aplicaciones se
realizaron a intervalos de 15 minutos (minimo) con el fin de permitir un periodo de reposo farmacolégico adecuado y
para que los oocitos se recuperasen de la desensibilizacion.

La Figura 36 ilustra la inhibicién, proporcional a la dosis, de las corrientes de cloruro inducidas por el LPA, por
parte de los compuestos 106-110. El compuesto 108 fue el mejor inhibidor, con un valor de Cls, de unos 8,1 nM. Los
compuestos que presentaban grupos alquilo de cadena lineal més corta o mds larga exhibieron una eficacia decreciente
a la hora de inhibir las corrientes de cloruro inducidas por el LPA, aunque el compuesto 107 mostré una eficacia
similar a la del compuesto 108, con un valor de Cls, de unos 10,2 nM. En la Figura 37 se comparan los valores de
CE5, correspondientes a la solucién de control positivo (s6lo LPA), 25 nm, y a una solucién que contenia LPA y 100
nM del compuesto 108, 343 nM. De los datos se concluye que el compuesto 108 inhibe eficazmente la sefializacién
inducida por el LPA a través de los receptores PSP24 en los oocitos de Xenopus.

Sobre la base de estos resultados, se examind asimismo la eficacia del compuesto 108 como antagonista de los
receptores EDG-2, EDG-4 y EDG-7 en células RH7777 que expresan heterélogamente cada uno de los receptores.

La Figura 38 ilustra el efecto del compuesto 108 sobre los incrementos del Ca?* en células que expresaban el EDG-
2, el EDG-4 y el EDG-7, expuestas a una combinacién de LPA 18:1 y compuesto 108. Para la realizacion de estos
experimentos, se eligié una concentracion de LPA cercana la CEs,. El compuesto 108 inhibi6 significativamente los
incrementos del Ca**, reduciéndolas hasta niveles de alrededor de un 63% y de un 56% respecto del control, respec-
tivamente, en lineas celulares que expresaban el EDG-2 y el EDG-7. En cambio, en lineas celulares que expresaban
el EDG-4, el compuesto 108 aument6 significativamente los incrementos del Ca?*, hasta niveles de alrededor de un
148% respecto del control.

Por lo tanto, cabe esperar que los compuestos fosfatados de cadena lineal inhiban selectivamente in vivo la actividad
del EDG-2 y del EDG-7, y que aumenten selectivamente in vivo la actividad del EDG-4.
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto segtin la férmula (I)

donde

X! es (HO),PO-Z'- o (HO),PO-Z*-P(OH)O-Z!-;

X2y X3 son ambos R'-NR?-A-, cada uno siendo igual o diferente;

A es un enlace directo, (CH,)y, siendo k£ un nimero entero comprendido entre 0 y 30, o es O;

7' es -O(CH,),,, siendo m un niimero entero comprendido entre 1y 50, o es -O-;

7? es -O(CH,),, siendo n un niimero entero comprendido entre 1y 50, o es -O-;

Q' y Q? son, independientemente, H, o0 =0;

R! es, independientemente, hidrégeno, un alquilo de cadena lineal o ramificada de C1 a C30, un alquenilo de
cadena lineal o ramificada de C2 a C30, un anillo aromético con o sin monosustituciones, disustituciones o tri-
sustituciones del anillo, seleccionadas del grupo de los alquilos, los alcéxidos, los dcidos y los alcoholes, un acilo
que incluye un anillo aromatico, un arilalquilo que incluye un alquilo de cadena lineal o ramificada de C1 a C30,
un ariloxialquilo que incluye un alquilo de cadena lineal o ramificada de C1 a C30, -C(0)-O-R’; y

R? es, independientemente, hidrégeno, un alquilo de cadena lineal o ramificada de C1 a C30, un alquenilo de
cadena lineal o ramificada de C2 a C30, un anillo aromatico con o sin monosustituciones, disustituciones o trisus-
tituciones del anillo, un acilo que incluye un alquilo de C1 a C30 o un anillo aromatico, un arilalquilo que incluye
un alquilo de cadena lineal o ramificada de C1 a C30, o un ariloxialquilo que incluye un alquilo de cadena lineal
o ramificada de C1 a C30;

R’ es, independientemente, hidrégeno, un alquilo de cadena lineal o ramificada de C1 a C30, un alquenilo de
cadena lineal o ramificada de C2 a C30, un anillo aromatico con o sin monosustituciones, disustituciones o trisus-
tituciones del anillo, un acilo que incluye un alquilo de C1 a C30 o un anillo aromético, un arilalquilo que incluye
un alquilo de cadena lineal o ramificada de C1 a C30, o un ariloxialquilo que incluye un alquilo de cadena lineal
o ramificada de C1 a C30;

donde cuando X! es (HO),PO-O-, X*> es NHCH;, Q' es H, y Q* es =0, entonces X? no es -NHR,, donde R, es
hidrégeno o un acilo sustituido por metilo o fenilo.

2. Compuesto segtin la reivindicacién 1, en el que:
Q' es Hy;
Q% es =0;
X! es (HO),PO-Z'-; y
X2y X3 son ambos R!-NH-;

3. Compuesto segiin la reivindicacién 2, en el que X* es -NH, y X? es R'-NH-, siendo R' un alquilo de cadena

lineal de C14 a C18.

4. Compuesto segin la reivindicacion 3, en el que R! es un alquilo C14.
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5. Compuesto segun la reivindicacion 3, en el que R' es un alquilo C18.
6. Compuesto segtn la reivindicacién 2, en el que
X? es NHR!-, siendo R! un grupo acetilo; y
X2 es NHR!'-, siendo R! un alquilo C14.
7. Composicion farmacéutica que comprende:
un portador farmacéuticamente aceptable y
un compuesto segtin la reivindicacién 1.
8. Procedimiento para modular la actividad del receptor del LPA in vitro, que comprende:

proporcionar un compuesto segtin la reivindicacion 1 que tiene actividad como agonista del receptor del
LPA o como antagonista del receptor del LPA, y

poner en contacto un receptor del LPA in vitro con el compuesto en condiciones eficaces para modular la
actividad del receptor del LPA.

9. Procedimiento segun la reivindicacién 8, en el que el receptor del LPA estd presente en una célula mantenida en
un cultivo.

10. Procedimiento segin la reivindicacion 8, en el que el receptor del LPA se selecciona del grupo que consiste en
EDG-2, el EDG-4, el EDG-7 y el PSP-24.

11. Procedimiento segun la reivindicacién 8, en el que el compuesto tiene actividad como agonista del receptor del
LPA, y dicho contacto se lleva a cabo en condiciones eficaces para inducir la actividad del receptor del LPA.

12. Procedimiento segtn la reivindicacién 8, en el que el compuesto tiene actividad como antagonista del receptor
del LPA, y dicho contacto se lleva a cabo en condiciones eficaces para reducir la actividad del receptor del LPA.

13. Uso de un compuesto segun la reivindicacion 1, que tiene actividad como antagonista del receptor del LPA,
para la fabricacién de un medicamento anticanceroso.

14. Uso segtin la reivindicacién 13, en el que el medicamento anticanceroso estd destinado al tratamiento del cancer
de proéstata o del cancer de ovario.

15. Uso de un compuesto segin la reivindicacién 1, que tiene actividad como agonista del receptor del LPA para
la fabricacién de un medicamento que induce la proliferacion celular.

16. Procedimiento para la fabricacién un compuesto segtn la reivindicacién 1, que comprende:
hacer reaccionar (Y?0),PO-Z''-Z" o (Y?0),PO-Z">-P(OH)O-Z''-Z"*, donde

7" es -O(CH,),,, siendo m un ndmero entero comprendido entre 1y 50, o es -O-;

72 es -O(CH,),, siendo n un niimero entero comprendido entre 1y 50, o es -O-;

Z" es H o un primer grupo saliente, o bien -Z''-Z" juntos forman el primer grupo saliente; e
Y? es H o un grupo protector,

con un compuesto intermedio segtin la férmula (VI)
x13
cQ''—CH—cqQ"?

xll xIZ
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donde

X2y X son ambos R'"'-NR'2-A-, siendo cada uno iguales o diferentes entre si;

X' es OH, NH,, SH o un segundo grupo saliente;

A es o bien un enlace directo, o bien (CH,)y, siendo k un niimero entero comprendido entre 0 y 30, o es O;
Q'"'y Q' son, independientemente, H, 0 =O;

R!! es, independientemente, hidrégeno, un alquilo de cadena lineal o ramificada de C1 a C30, un alquenilo de
cadena lineal o ramificada de C2 a C30, un anillo aromatico con o sin monosustituciones, disustituciones o tri-
sustituciones del anillo, seleccionadas del grupo de los alquilos, los alcéxidos, los acidos y los alcoholes, un acilo
que incluye un anillo aromético, un arilalquilo que incluye un alquilo de cadena lineal o ramificada de C1 a C30,
un ariloxialquilo que incluye un alquilo de cadena lineal o ramificada de C1 a C30, -C(0)-O-R'®; y

R!? es, independientemente, hidrégeno, un alquilo de cadena lineal o ramificada de C1 a C30, un alquenilo de
cadena lineal o ramificada de C2 a C30, un anillo aromatico con o sin monosustituciones, disustituciones o trisus-
tituciones del anillo, un acilo que incluye un alquilo de C1 a C30 o un anillo aromatico, un arilalquilo que incluye
un alquilo de cadena lineal o ramificada de C1 a C30, o un ariloxialquilo que incluye un alquilo de cadena lineal
o ramificada de C1 a C30;

R!® es, independientemente, hidrégeno, un alquilo de cadena lineal o ramificada de C1 a C30, un alquenilo de
cadena lineal o ramificada de C2 a C30, un anillo aromatico con o sin monosustituciones, disustituciones o trisus-
tituciones del anillo, un acilo que incluye un alquilo de C1 a C30 o un anillo aromatico, un arilalquilo que incluye
un alquilo de cadena lineal o ramificada de C1 a C30, o un ariloxialquilo que incluye un alquilo de cadena lineal
o ramificada de C1 a C30;

si es necesario, después se lleva a cabo una etapa de desproteccion, realizdndose tanto dicha etapa de reaccién como
dicha etapa de desproteccién en condiciones que resultan eficaces para obtener un compuesto segtn la férmula (I),
donde X' es (HO),PO-Z'- o0 (HO),PO-Z2-P(OH)O-Z'-.
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Respuesta de Ca®* relativa
(% en relacion con el control)

Respuesta de Ca® relativa
(% en relacién con el control)
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Inhibicién relativa [% en relacién con el control]

Corriente relativa [% en relacion con la méxima]
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Respuesta de Ca® relativa
(% en relacion con el Control £ s.d.)
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<140>
<141>
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<151> 2000-03-17

<160> 26

<170> Patentln Ver. 2.1

<210>1

<211> 1095

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 1

atggctgeca
gaaccacagt
ettgecacag
atcttcatca
cattttccta
gectacttct
tggectcecotge
gctattgcaa
aaceggegog
atacccagtg
ctctacagtyg
atggtggtte
cggcatagtt
gtcattgtgce
gacgtgtgct
gaattcaact
acctttagge
tecagaccgcet
cactctgtgg

<210>2
<211> 364
<212> PRT

<213> Homo sapiens

tetetactte
gcttctacaa
aatggaacac
tgttggeccaa
tttattacct
atctcatgtt
gtcagggect
tcgagaggea
tagtggtggt
tgggctggaa
actcttactt
tctatgcectea
ctggaccceyg
ttggggecett
gtccacagtg
ctgccatgaa
agatcctcectg
acggcttocte
tttag

catceectgta
cgagteceatt
agtcagcaag
cctattggte
aatggctaat
caacacagga
cattgacace
cattacggtt
cattgtggte
ctgtatcetgt
agtcttctgyg
catctttgge
gcggaatcgg
tatcatctge
cgacgtgctg
ecccatcatt
ctgecagege
catcaaccac

atttcacagce
gectteteet
ctggtgatgg
atggtggcaa
ctggctgetg
cceaatactce
agectgasqg
tteccgeatge
atctggacta
gatattgaaa
gccattttca
tatgttcgee
gataccatga
tggactcctg
gcctatgaga
tactectacce
agtgagaacc
accatcttgg

cccagttceac
ataaccgaag
gacttggaat
tctatgtcaa
cagacttctt
ggagactgac
catctgtgge
agctcceacac
tggccatcegt
attgttecaa
acttggtgac
agaggactat
tgagtcttct
gattggtttt
sattcttcct
gcgacaaaga
ccaccggece
ctggagttea

agccatgaat
tggaaagcat
cactgtttgt
ccgecegettce
tgctgggttg
tgttagcaca
caacttactg
acggatgage
tatgggtget
catggcacec
ctttgtggta
gagaatgtct
gaagactgtg
gttacttcta
tcteccttget
aatgagcgece
cacagaaagc
cagcaatgac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
9c0
960
1020
1080
1095
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<400> 2

Met

1

Thr

Phe

Ser

Len

65

His

Phe

Thr

Glu

145

Asn

val

Glu

Pha

Tyr
225

Ala

Tyx

Lys

50

Ala

Phe

Ala

Arg

130

Axg

Arg

Met

Asn

Trp

210

Ala

Ala

Met

Asn

35

Leu

Asn

Pro

Gly

Arg

11S

Ser

His

Arxg

Gly

195

Ala

Ile

Asn

20

Axg

val

Leu

Ile

Leu

100

Leu

Leu

Ile

val

Ala

180

Sex

Ile

Ile

Serxr

Glu

Serxr

Met

Leu

Tyxr

85

Ala

Thx

Thr

Thr

val

165

Yle

Azn

Phe

Phe

Thr

Pro

Gy

Gly

Val

70

Tyr

Tyr

Val

Ala

Val

150

Val

Pra

Asn

Gly
230

ES 2298 227 T3

Ser

Gln

Lys

TLeu

55

Met

Leu

Phe

Serxr

Ser

138

Phe

Val

Ser

Ala

Leu
215

Tyr

Ile

Cys

40

Gly

Val

Met

Tyr

Thr

120

Vval

Arg

Ile

val

Pxo

200

val

val

Phe
25

Ile

Ala

Leu
105

Trp

Ala

Met

val

Gly

1BS

Leu

Axg

Vval

10

Tyr

Ala

Thx

Ile

Asn

90

Met

Leu

AST

Gln

val
170

Trp

Tyx

Phe

Gln

Ile

Asn

Thr

Val

TYX

75

Leu

Phe

Leu

Leu

Leu

155

Ile

Asn

Sezx

val

Arg
235

Ser

Glu

Glu

Cys

60

vVal

Ala

Asn

Leu
140

His

Cys

val
220

Thr

Gln

ser

Trp

Ile

Ala

Thr

Gln

125

Ala

Thr

Thr

Ile

Ser

205

Met

Met

Pro

Ile

30

Asn

Phe

Axg

Ala

Gly

110

Gly

Ile

Axrg

Met

Cys

190

Tyx

val

Arg

Gln

13

Ala

Thre

Ile

Axg

Asp

935

Pro

Leu

Ala

Met

Ala

175

Asp

Leu

val

Met

Phe

Phe

Val

Met

Phe

80.

Phe

Asn

Ile

Ile

Ser

160

Ile

Ile

Val

Leu

Sex
240
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His

Leu Lys

Pro Gly

Val
290

Ala
305

Met

Thr Phe

Thr

Ala

<210>3
<211> 1056
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3

atggtcatca
ggcaaagage
acegteageg
cgcegettee
gegggegtgg
cttgagggct
acactgctgg
cgecotgecce
ctggggctac
atggcaccee
ttcetgctea
cgcatggeag
aagactgttg
ctgectectgg
ctactgttgg
gagatgcgcece

Ser Ser

ES 2298 227 T3

245

Thr Val

260

Leu Vval

275
TYT
Pxo

Asn

Gln

Val

Leu

Glu

Ile

Ile

Ile Val

Leu

Leu

Leu

Gly Pro Arg Arg Asn Arg Asp

250

Gly Ala
265

Asp Val

280

Phe
295

Lys

Ile
310

Tyx

Leu Cys

325

Glu Serx

340

Gly
355

Val

tgggccagtyg
tcagetecca
tgetggtget
accagececat
ectacetett
ggttectgeg
ccatcgcegt
gtggccgegt
tgectgecca
tgctcagceg
tggtggctgt
agcatgtcag
tcatcatect
atggtttagg
ccgaggecaa
gcaccticeey

Ser

His

Ser Asn

Ehe

Ser

Cys

Sex

Asp

Leu Leu

Tyr Arg
Gln Arg
330

Ala Ser
345

Ris Ser

360

ctactacaac
ctggceggoco
getgaccaat
ctactacctyg
cetcatgtte
gcagggettg
ggagcggeac
ggtcatgctce
ctecctggcac
ctcctatttyg
gtacaccege
ctgecoaccee
gggggegtte
ctgtgagtec
ctcactggte
ccgecttcte

gagaccatceg
aaggatgtgg
ctgctggtca
cteggeaate
cacactggte
ctggacacaa
cgcagtgtga
attgtgggcyg
tgcctetgtyg
geegtetggg
attttcttet
cgctacegag
gtggtetget
tgeaatgtee
aatgctgetg
tgctgegegt

gagtctgtcc actatacatce ctctgcccag ggaggtgcca
gagaacggcc acccactgat ggactcocace ctttag

<210> 4
<211> 351
<212> PRT

Thx Met

Phe Ile Ile

Pro
285

Cys Cys

Leu Ala

300

Glu

Asp Glu

315

1ys

Ser Glu Asn

Ser Leu Asn

Val Val

gcttettcta
tegtggtgge
tagcagcceat
tggcegegge
cecgeacage
gectoactgce
tggcegtgea
tgtgggtgge
cectggaceg
ctectgtegag
acgtgcggeg
agaccacgcet
ggacaccagg
tggetgtaga
tgtactettg
gcctccgoca

Met Serx

255

Cys
270

Trp
Gln Cys
Phe

Asn

Met Ser:

Leu

Thr

Asp

Ser

Ala

320

Thr
338

Pro

His
350

Thxr

taacaacagt
actggggctyg
cgcctccage
tgacctette
cegactttea
gtcggtggee
gctgecacagc
tgcecetggge
ctgctcacge
cetgettgte
gegagtgeag
cagcctggte
ccaggtggta
aaagtacttc
ccgagatget
gtccaccege

Gly

Ile

60

120
130
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

gcactcgcat catgcttcce 1020
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<213> Homo sapiens

<400> 4

Tyr

Val

Gln
€5

Thr

Gly
145

Leu

Trp

Val

Val

50

Pro

Gly

Ser

130

Axg

Gly

Cys

Ala

Ile

Val

38

Leu

Ile

Val

Leu

Leu

115

Arg

Val

Leu

Ser

Leu
19%

et

Sexr

20

Val

Leu

Tyr

Ala

Ser

100

Thr

Ber

Val

Leu

Arg

180

Ser

Gly

Gly

Ala

Val

Tyx

Tyx

85

Leu

Ala

Val

Met

Pro

165

Met

Ser

Gln

Lys

Leun

Xle

Leu

70

Leu

Glu

Ser

Mot

Leu

150

Ala

Ala

ES 2298 227 T3

Cys

Glu

Gly

ala

55

Len

Phe

Gly

Val

Ala

135

Ile

His

Pro

Leu

Tyx

Leu

Leu

40

Ala

Gly

Leu

Ala

120

Val

Val

Ser

Leu

Val
200

Tyx

Ser

25

Thr

Ile

Asn

Mat

Phe

105

Thr

Gln

Gly

Trp

Laeu

i85

Fhe

Asn

10

Sexr

Val

Ala

Leu

90

Leu

Leu

Val

His

170

Ser

Leu

Glu

Bis

Ser

Ser

Ala

75

RAis

Axg

Leu

His

Txp

155

cys

Axg

Leu

Thr Ile

Trp Arg

Val Leu
45

Asn Arg

60

Thr Gly

Gln Gly

Ala Ile

125

Ser Arg

140

Val Ala

Leu Cys

Ser Tyr

Mot Val
205

Gly
Pro
30

Val

Arg

Pro

Leu

110

Ala

Leu

Alz

Ala

Leu

190

Ala

Phe
15

Lys

Phe

Leu

Arg

95

Leu

Val

Pro

Leu

Leu

175

Ala

val

Phe

Asp

Leu

His

Phe

80

Thr

Asp

Glu

Arg

Gly

160

Val

Tyr
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Thx

His

225

Lys

Gly

val

Leu

Thr

305

Glu

Ile

Arg
210

val

Gln

val
290
Phe

Ser

Met

Ile

Ser

Val

Val

Ala

27%

Asn

Arg

val

Leu

Cys

Val

Val

260

val

Ala

Arg

His

Pxo

Phe

His

Ile

245

Leu

Glu

Ala

Leu

Tyr
325

Glu

ES 2298 227 T3

Tyx
Pro
230

Ile

Lys

Val

310

hr

Asn

val

215

Arg

Leu

Leu

Tyr

Tyr

295

Cys

Ser

Gly

Rrg Arg

Tyr Arg

Gly Ala

Asp Gly

265

Phe
280

Leu
Sex Cys
Cys Ala

Ser Ala

His Pro

Arg

Glu

Phe

250

Leu

Leu

Cys

Gln
330

Leu

<210>5
<211> 1062
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 5

atgaatgagt
actgtcgatg
tgcctgttta
tttcatttce
attgcctatg
cgectggtttc
ctggttatcg
accaaaaaga
gcggtcceca
cccatttaca
atcatggttg
Ltctcecgeata
gtgatgactyg

340

gtcactatga
actggacagg
tettetttte
ccttctacta
tattcctgat
tccgtcaggg
ccgtggagag
gggtgacact
cactgggctg
gcaggagtta
tggtgtacct
caagtgggtc
tcttagggge

caagcacatg
aacaaagctt
taattctetg
catgttggoet
gtttaacaca
gettcetggac
gcacatgtca
gctcattttg
gaattgectc
ccttgtttte
geggatctac
catcagccge
gtttgtggta

ctcgacggee tgaactgcag gcagtgtgge
otggcgotge tcaactcegt egtgaaccee
tatggcacca tgaagasgat gatctgotgo
tctegoatee cctccacagt cetcageagg
agtattagcc aaggtgcagt ctgcaataaa

345

gactettttt
gtgattgttt
gtcatcgegg
aatttagctg
ggcccagttt
agtagcttga
atcatgagga
cttgtctggg
tgcaacatct
tggacagtgt
gtgtacgtca
cggaggacac
tgctggacce

Val Gln Axg
220

Thr Thr Leu
235

Val Val Cys

Gly Cys Glu

Leu Ala Glu
285

Asp Ala Glu
300

Leu Rrg Gin
315

Gly Gly Ala

Met Asp Ser

ataataggayg
tgtgtgttgg
cagtgatcaa
ctgcegattt
caaaaacttt
ctgcttceceect
tgcgggtcoca
ccatcgccat
ctgcctgcecte
ccaaccteat
agaggaaaac
ccatgaagct
cgggectggt

Met Ala Glu

Val
240

Sexr Leu

Thr Pro

255

Trp

Sexr Asn

270

Cys

Ala Asn Ser

Met Axrg Axg

Ser Thr Arg

320
Sex Thr
335

Arg

Thx
350

Leu

caacactgat
gacgttttte
aaacagaaaa
cttcgetgga
gactgtcaac
caccaacttyg
tagcaacctyg
trttatgggg
ttcecetggeco
ggecticcate
caacgtcttg
aatgaagacg
ggttctgete

gtgcagcatg tgaasaggtg gttectgetg 840
atcatctact cctacaagga cgaggacatg 900
ttetctcagy agaacccaga gaggegtece 960
agtgacacag gcagccagta catagaggat 1020
agcacttcct aa

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780

1062
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<210> 6
<211> 353
<212> PRT

<213> homo sapiens

<400> 6

Met Asn

Ser Asn

Val Leu

Ser Leu

50

Pha Tyr
65

Ile Ala

Leau Thr

Leu Thr

Met Ser

130

Val Thr
145

Ser Ser

Glu

Thr

Cys
35

Val

Tyr

Iyx

Val

Ala

115

Ile

Leu

Leu

Cys

Asp

20

Val

Ile

Leu

val

Asn

100

S5ex

Met

Leun

Thr

Ala
180

His

Gly

Ala

Leu

Phe

85

Arg

Leu

Arg

1le

Leu

165

Pro

ES 2298 227 T3

Tyx

Val

Thr

Ala

Ala

70

Leu

Txp

Thr

Met

Leu

150

Gly

Ile

Asp Lys His Met
10

Asp Asp Trp Thr
25

Phe Phe Cys Leu
40

val Ile Lys Asn
55

Asn Leu Ala Ala
Met Phe Asn Thr
90

Phe Leu Arg Gln
105

Asn Leu Len val
120

Arg Val His Ser
135

Leu Val Trp Ala
Trp Asn Cys Leu
170

Tyr Ser Arg Ser
185

Asp

Gly

Phe

Arg

Als

75

Gly

Gly

Ile

Asn

Ile

1585

Cys

Tyx

Phe

Thr

Ile

Lys

60

aAsp

Pro

Leu

Ala

Leu

140

Ala

Asn

Leu

Phe

Lys

Phe

45

Phe

Phe

Val

Leu

Val

‘125

Ile

Ile

Val

Tyr

Leu

30

Phe

His

Phe

Serx

110

Glu

Lys

Phe

Ser

Phe
190

Asn

15

Val

Ser

Phe

Ala

Lys
95

Ser

Axg

Lys

Met

RAla
175

Trp

Arg

1le

Pro

Gly

80

Thx

Ser

Hisa

Arg

Gly

160

Cys

Thr
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Val Ser

Ile Tyr

210

Sex
225

Gly
Val Het
Val val

Val

Pro
290

Bsn

Lys
308

Lys

Serx

Tyr 1le

Ser

Asn
195

Leu
Val

Tyr

Ser Ile

Thx

val

Leu
260

Leu
Ly=
278

Tle Ile

Met Ile

Ile Pro

Met

val

Ser

Trp

Sex

ES 2298 227 T3

Ala Phe Leu

Ile Met

200

Lys
215

Arg
230
Gly

Asp

Phe

Arg Lys

Arg Axg

Ala Phe

Gly Len

Leu Leu

Thx Asn

Thr Pro

val Val

250

Asn
265

Cys

Leu

280

Ser
295

310

Thre

325

Glu Asp

340

Ser

Ile

Tyr Lys

Phe Ser

Val Leu

Ser Gln

Asp Glu

Gln Glu

Ser Axg

330
Gly Ala
345

val val val

205
val

Leu Ser

220

Mat
235

Lys leu

Cys Trp Thr

Arg Gln Cys

Leu Asn

285

Leu

Met
300

Asp Tyr

Asn Glu

315

Ser Asp Thr

Val Cys Asn

Tyr Leu

His

Pro

Met Lys

Arg

Thr

Thr

240

Pro Gly

255
Gly Val
270

Ser Val

Gly

Thr

Arg Arg

Leu

Gln

Val

Mat

Pro

320

Serx
335

Gly

Lys Serx

350

Gln

Thr

<210>17
<211> 1260
<212> ADN

<213> Homo sapiens

50

55

60

65

<400> 7

atggtcttct
gtgtatgaaa
agtecattge
gtgaatagta
cagatcaccc
gttgtttgee
gccagectag

cggcagtgtt
acacctacat
ttagatatag
cagctgtgcc
tttetgetat
tcatggttta
cttttgcaga

gactgcgttc
gaatattaca
ttttgaaace
cacaacacca
aatgatattc
ccaaaaagct
catgttgett

cataccggga
ctcectecac
atggctccca
gcagcattta
attetgtttg
gccatgaggt
geagtgetga

catccaacac
cattccagea
ctggtttgag
agagcctaaa
tgtcttttet
ctgcaattaa
acatgccctt

aacatttgtc
tectgaccte
ttccttgacec
cttgeetett
tgggaacttyg
catcctectt
tgccetggta

120
180
240
300
360
420
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actattctta
ttctggttat
cttattatag
gtttettggg
cagataccte
gettatgtga
tcatttatgg
gaaggtatat
cagatgagca
getgtettca
aagcactttt
tacctcaagt
gettgeetgg
aagcgacgqga

<210> 8

<211> 419

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8

val

Thr

Pxo

Glu Thr

50

Ala
65

val

Gln

Ile

Gly

Ser

Leu
130

ctacccgatg
ttgtgataga
tccagaggea
caacttcctt
ccegagetee
ttttgattte
gcatactcaa
gecctcagecs
ttgacatggg
ttgtetgetg
actatcagca
ctgcattgaa
acatgatgce
tacgtectag

Phe Ser Ala

val Val

20

Phe

Phe Gln His

35

Met Pxro

Thx

Pxo

Ser
83

Thr Leu

Asn val

100
Ile

Ala Asn

118

val
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gatttttggg
aggagtagce
ggataagcta
ttgtgtaget
ccagtgtgtg
tctcatttet
cacccttcgg
ggecagcaaa
ctttaaaaca
ggccccatte
caacttttet
teegetgate
taagtccttce
tgetgtetat

Val Leu

Glu

Pxo Asp

Thr

Leu

aaattcttct
atcctgctca
aacccatata
tttcctttag
tttgggtaca
ttctteatac
cacaatgect
ctgggtctca
cgtgectteca
accacttaca
gagattagca
tactactgga
aagtttttge
gtgtgtggyg

Ala Phe

10

Thr
25

Tyx

Ser Pro

40

The Gly

55
Pro Ala
70

Ala Ile

Val

Cys

Ile Leu

Leu

Ala

Mel

Leu

Leu

Ser Ser

Phe Lys

1le
90

Mat
108

Val

Als

120

Asn Met

13§

Pxo

Phe Ala

His Thr

Met Asn

Leu Lsu

Leu Thr

Ser Leu

Ile Leu

Tyr Gln

Leu Ala

Leu Val

gtagggtatc
tcattagcat
gagctaaggt
ccgtaggaaa
caaccaatcce
cctteetggt
tgaggatcca
tgagtctgea
ccactatttt

geettgtgge
cctggctact

ggattaagaa
cgeagcetece
aacatcggac

Gly

Ile

Axg

45

val
60

Asn
75

Phe

Lys

Phe
128

Thx
140

tgctatgttt
agataggttc
tctgattgca
ccecgaccty
aggctaccaqg
aatactqgtac
tagctaccet
gagacctttce
gattctettt
aacattcagt
gtggctctge
attccatgat
tggtcacaca

ggtggtgtga

Thr Ser Asn

15

Leu Pro
30

Tyr Ser FPhe

Asn Sar Thr

Leu Pro Leu

80
val Ser Phe
95

Ala
110

Ala Met
Ala Asp Met

Ile Leu Thr

480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Thx
145

Ile

val

Arg
225

Val

Serx

Asp
305

Ser

Met
385

Arg

Txp

Rsp

Ala
210

Ala

Ile

Lys

290

Met

val

Thr

Thr

Ile
370

Trp

Leu

Axrg

195

Phe

Pro

val

Leu

Axg

275

Leu

Gly

Phe

Phe

Txp
3585

Tyx

Pro

Ile

Phe

Fhe

180

Lys

Pro

Gln

Ile

TYr

260

Ile

Gly

Phe

Ile

Serxr

340

Leu

Lys

Phe
Val

165

Val

Cys

‘Leu

245

Sex

His

Leu

Lys

Val

325

Lys

Trp

Ser

Gly

150

Ile

Ile

Leu

Ala

val

230

Ile

Phe

Sex

Met

Thr

310

Cys

Bis

Ixp

Phe
380
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Lys

Glu

Xle

Ile

val

215

Phe

Sex

Met

Tyx

Ser

295

Irp

Phe

Leun

Ile
375

Lys

Gly

Val

Ala

200

Gly

Gly

Leu

Gly

Pro

280

Leu

Ala

Ala

Tyr

Cys

360

Lys

Phe

Phe

val

Gln

185

Val

Asn

Tyr

Ile

Ile

265

Gln

Phe

Pro

Tyr

345

Tyr

Lys

Leu

Cys

Ala

170

aArg

8er

Pro

Thr

Ser

250

Leu

Gly

Arg

Thx

Phe

330

Gln

Leu

Phe

Arg

155

Ile

Gln

Ixp

Asp

Thr

238

Phe

Asn

lle

Thr

315

Thr

His

Lys

His

Gln
395

Val

Leu

Asp

Ala

Leu

220

Asan

Phe

Thr

Cys

Phe

300

Ile

Asn

Serx

Asp

380

Leu

Ser

Leu

Lys

Thr

205

Gln

Pro

Ile

Lav

Leu

285

Gln

Leu

Tyr

Phe

Ala

388

Pro

Ala

Ile

Leu

190

Sex

Ile

Gly

Pro

arg

270

Ser

Met

Ile

Ser

Phe

350

Leu

Cys

Gly

Met

Ile

175

Asn

Phe

Pro

Tyx

Phe

255

His

Gln

Sex

Leu

33§

Glu

Asn

Leu

His

Phe

160

Ser

Pro

Cys

Sex

Gln

240

Leu

Asn

Ala

Ile

Phe

320

val

Ile

Pro

Asp

400
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