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DESCRIPCION
Analogos del lipido A sintéticos y sus utilizaciones.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a nuevas simulaciones estructurales sintéticas de lipido A bacteriano. Las
composiciones de lipido A bacteriano estan siendo muy utilizadas como adyuvantes para mejorar las respuestas
inmunitarias a varios antigenos utilizados en las formulaciones de vacunas. Un adyuvante sintético, que es una Unica
entidad definida quimicamente, conduce a la homogeneidad requerida para las formulaciones de vacuna de origen
liposdmico o de mezclas normales. La presente invencién incluye el disefio de analogos de lipido A, con mucha menos
toxicidad pero con propiedades adyuvantes comparables a las del lipido A natural. Estas estructuras sintéticas
incorporan lipidos no naturales, enlaces quimicos no naturales y combinaciones de cadenas lipidicas que no se
encuentran entre las estructuras naturales del lipido A.

Antecedentes de la invencion

El lipopolisacarido (LPS) es un glucolipido Unico encontrado exclusivamente en el foliolo externo de la membrana
externa de las bacterias Gram- negatlvas Estructuralmente'® °, la molécula de LPS bacteriano tiene tres regiones
principales: la regién O-antigeno, la region central y la region deI lipido A. La region del O-antigeno es un resto de
polisacarido especifico de la cepa y determina la especificidad antigénica del organismo. La regién central es una
cadena de oligosacaridos y puede desempefar una funcién en el mantenimiento de la integridad de la membrana
externa. La region del lipido A esta conservada y funciona como un lipopolisacarido que mantiene el anclaje hidréfobo
en su sitio.

El LPS es conocido por desencadenar muchos episodios patofisiolégicos en mamiferos, ya sea cuando se inyecta o
cuando se acumula debido a la infeccion'® de las bacterias Gram- -negativas. Antes del descubrimiento del componente
del lipido A de LPS el término “endotoxinas” se utilizaba generalmente para describir los efectos del LPS. La endotoxina
de las bacterias Gram-negativas es térmicamente estable, estd asociada a las células, es pirogena y potencialmente
letal. Ademas de sus actividades endotoxicas, LPS también presenta varias actividades biolégicas que incluyen la
actividad inmunoadyuvante, la mitogenia de los linfocitos B, la activacion de los macréfagos, la produccion de
interferones, la regresién tumoral, etc. Aunque tanto las regiones del O-antigeno como las centrales modulan la
actividad téxica del LPS, se cree generalmente que el resto hidréfobo del lipido A es responsable de estos efectos
patofisiolégicos de la endotoxina®®

El lipido A consiste en un disacarido D-glucosamina unido por (3-(1,6) fosforilado en las posiciones 1-O y 4'-O. Los
acidos grasos hidroxilados y no hidroxilados estan unidos a los grupos hidroxilo y amino del disacarido para comunlcar
hidrofobia al lipido A. La flgura 1 presenta dos ejemplos de estructuras naturales de lipido A, el compuesto A %5 aislado
de E.coli, y el compuesto B** daislado de las cepas de Salmonella. Takada y Kotani han reallzado un estudio a fondo de
los requisitos estructurales del lipido A para la endotoxicidad y otras actividades blologlcas gracnas a la disponibilidad
de los andlogos sintéticos del lipido A debido a los esfuerzos de varios grupos . Ribi et al®® demostraron que la
estructura minima requerida para la toxicidad era un nuacleo de di-glucosamina unldo por 3-(1,6) bisfosforilado a la que
se acoplan los &cidos grasos de cadena larga. Parece que en el eje central del disacarido se necesita un niumero 6ptimo
de cadenas lipidicas, en forma de grupos hidroxiacilo o aciloxiacilo, para ejercer fuertes actividades endotoxicas y
bioldgicas relacionadas del lipido A®. Para la actividad inmunoadyuvante, sin embargo, los requisitos estructurales del
lipido A no parecen ser tan rigidos como los necesarios para la actividad endotéxica y las propiedades que producen
IFN-a/B o FNT*La eliminaciéon de todos los &cidos grasos, sin embargo, deroga todas las actividades biol6gicas
atribuidas normalmente al lipido A.

Ademas, la eliminacion del grupo fosfato da como resultado una pérdida significativa de toxicidad sin una pérdida
correspondiente de actividad adyuvante. Los bioanalisis en monofosforil lipido A demuestran que, aunque era 1.000
veces menos potente en una base molar para producir respuestas téxicas y pirdbgenas, era comparable a difosforil lipido

A (y a la propia endotoxina) en actividades inmunoestimulantes''. Es conocido que el difosforil lipido A procedente de
las cepas de E. coliy Salmonella es muy toxico, pero el monofosforll lipido A de E. coli ha reducndo la toxicidad a la vez
que conserva las numerosas actividades bioldgicas que estan asociadas normalmente al LPS "

Las potentes actividades bioldgicas del lipido A han dirigido numerosos esfuerzos de investigacion hacia el desarrollo de
aplicaciones utiles. Por ejzemplo la inhibicién de la biosintesis del lipido A es una nueva actividad objetivo para los
farmacos antibacterianos' '®, y los farmacos del futuro que funcionan mediante este mecanismo inhibidor constituiran
una nueva clase de antibiéticos' '°. La achwdad inmunoestimulante del lipido A se ha investigado para desarrollar
nuevos agentes antitumorales terapeutlcos ' e inmunoadyuvantes utilizando estructuras y analogos de lipido A
modificados. Por otra parte, Ios agentes terapéuticos de los analogos del lipido A han sido investigados para el
tratamiento de la septlcemla basandose en sus capacidades para inhibir la interaccion con macréfagos, y como
antagonistas para la actividad téxica del lipido A. Recientemente, Eisai'® desarrollé un potente antagonista del lipido A
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sintético para el tratamiento de la septicemia.

Resultan necesarios un tratamiento eficaz para los trastornos asociados a lipido A/LPS, y un potente adyuvante sin
toxicidad asociada. La gran toxicidad del lipido A sin modificar de origen natural impide su utilizacién generalizada como
producto farmacéutico. Un inconveniente mayor con el lipido A derivado natural consiste en acceder suficientemente a
material con pureza farmacéuticamente aceptable, la actividad y estabilidad reproducible. El lipido A natural es una
mezcla de varios componentes de la pared celular incluyendo los del lipido A con un numero variable de cadenas
lipidicas. Dicha heterogeneidad en el producto natural del lipido A se atribuye a dos fuentes: (1) variabilidad biosintética
en el montaje del resto de lipido A y (2 ) pérdida de &cidos grasos procedente del eje central del lipido A durante el
tratamiento y la purificacion. Por lo tanto, es dificil controlar el proceso de elaboracion en términos de reproducibilidad de
la composicion de la mezcla, lo que tiene apoyo significativo en la actividad bioldgica y la toxicidad. Por ejemplo, una
reduccion en la actividad adyuvante conduce a reduccion en la respuesta inmunitaria a un antigeno que esta formulado
con lipido A como adyuvante. La pérdida de un nimero significativo de cadenas lipidicas durante el tratamiento de lipido
A natural podria producir la perdida de adyuvante y de otras actividades bioldgicas. Por lo tanto, parece que las cadenas
lipidicas de las moléculas de lipido A desempefian una funcién significativa en la capacidad adyuvante tal como la
interiorizacion de antigenos en macrofagos y otras células presentadoras de antigeno (CPA) lo que conduce a potentes
respuestas inmunitarias.

Aunque se reconoce que los andlogos del lipido A tienen estructuras complejas, la sintesis quimica es quizas la mejor
alternativa para superar las dificultades asociadas al acceso al lipido A de origen natural. La combinacién natural de
lipidos se refiere a la diversidad de lipidos que existe en la naturaleza. No hay diversidad de lipidos en los lipidos
sintéticos de la presente invencion ya que llevan un uniforme de contingente de lipidos, que son de similar longitud de
carbonos. La presente invencién se refiere al disefio y sintesis de algunos nuevos andlogos de lipido A
monofosforilados, que llevan cada uno una combinacion de lipidos artificiales, tales como (I) y (II) (figura 3) o
significativamente, una combinacion artificial de lipidos (figura 4). Las siguientes propiedades distinguen las estructuras
sintéticas de lipido A dadas a conocer en la presente invenciéon de las obtenidas de fuentes naturales y/o dadas a
conocer en la técnica anterior en este campo.

1) Monofosforilada: Estructura de lipido A sin modificar quimicamente, procedente de la naturaleza transporta dos
grupos fosfato en las posiciones 1 y 4', mientras que los andlogos sintéticos del lipido A en la presente invencién
transportan un grupo fosfato en la posicion 4.

2) Una combinacion de lipidos artificiales: Moléculas, tales como los compuestos 33 y 102 (figura 3) contienen por lo
menos un lipido nuevo y artificial (I o ).

3) Una combinacidn artificial de lipidos: Esta se refiere a los analogos de lipido A que transportan lipidos de longitud de
cadena uniforme, una combinacién que no se encuentra en la naturaleza y su sintesis no es conocida en la técnica
anterior. Los compuestos 54 y 86 (figura 4) estan comprendidos en esta categoria. El compuesto 70 (figura 19) es
similar, pero contiene ademas un grupo n-propilo en la posicion 3-O y es un ejemplo de analogo de lipido A que
incorpora un grupo alquilo artificial corto con un enlace éter artificial.

Todas las estructuras sintéticas del lipido A dadas a conocer en la presente invencion es de esperar que sean
simulaciones de las estructuras de lipido A procedentes de E.coli natural y/o Salmonella (figura 1).

|.Takahashi et al., Infection and immunity, vol. 65, 1987, paginas 57-68, describe un requisito de una estructura bifosfato
del disacarido D-glucosamina-beta (1-6) propiamente acilada para la manifestacién eficaz de todas las biotoxicidades
endotodxicas y asociadas del lipido A.

El documento EP 0330715A (Daiichi Seiyaku Co.) da a conocer compuestos de disacaridos que presentan excelente
actividad antitumoral y baja toxicidad y son utiles como agentes antitumorales.

Alving C.R., Immunobiology, vol. 187, n? 3/05, abril 1993, paginas 430-446, describe lipopolisacaridos, lipido A y
liposomas que contienen lipido A como adyuvantes inmunolégicos.

Ulrich J.T. et al, Subunit and adjuvant approach, vol. 6, 1995, paginas 495-526, da a conocer monofosforil lipido A como
adyuvante.

Polidori A. et al., Chem. Phys. Lipids, vol.77, n® 2, 25 de agosto de 1995, paginas 225-251, describe vesiculas y otros
sistemas supramoleculares preparados a partir de glucolipidos sintéticos de dos colas derivados de
tris(hidroximetil)Jaminometano galactosilado.

La patente US n? 5.481.021 da a conocer derivados de fenilamidinas Utiles como inhibidores de agregacion de
plaguetas.
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Zablocki J.A. et al., J. Med. Chem., vol. 36, n® 13, 25 de Junio 1993, paginas 1811-1819, describe potentes inhibidores
in vitro e in vivo de agregado de plaquetas basandose en la secuencia Arg-Gly-Asp-Phe de fibrinégeno. Se expone una
propuesta sobre la naturaleza de la interaccién del enlace entre Arg-guanirina de las simulaciones de RGDX y del
receptor GP llb-llla de plaquetas.

Sumario de la invencion

Segun un primer aspecto de la invencion, se proporciona:

un compuesto de la formula siguiente:

Yo XaRa R4 X|R1

ORs OR»

en la que por lo menos uno de entre Ry, Ry, Rs, R4 ¥ Rs es la estructura siguiente:

RCO
“NH

R'N HC.O.qu-I_dCHQCO

en la que los R1, Ro, Rs, R4 y/0 Rs restantes, si existen, se seleccionan de entre el grupo constituido por hidrégeno, -R,
-COR y las estructuras siguientes:

RCQ, X

SNH ]
R—CH—(CHali—A__
RNHCO— CH—CHCO o

R'—CLI—(CHZ),T——B

R— A\O
R'—CL!—(CHz)m‘—B Ao
R'— CLl—(CHz)m"- B
X o
A— C‘H——(CHQ)m— A R"—C’H——(CH;),;—-L

en las que cada R, R’, R” se selecciona independientemente para que sea un hidrégeno, o un hidrocarburo alifatico C+-
20 sustituido o insustituido, ramificado o lineal, saturado o insaturado;

A, By L se seleccionan independientemente de entre el grupo constituido por grupos -CHaz-, -C(=0)- y -C(=S)-;
cada X se selecciona independientemente de entre el grupo constituido por -OH,-SH, -NHz y -halégeno;

m y n se seleccionan independientemente de entre el intervalo de numeros enteros entre 0 y 10 inclusive,

X1y Xz son -O- 0 -NH-,

Y1 e Y2 se seleccionan independientemente de entre el grupo constituido por -OH, -OP(O)(OH),, -COOH, -OSOsH,
-CH(COOH).y -OP(O)(OH)(OCH2CH2NH),

Z es H,-CHzE o -CH:MG, en la que E es -hidrégeno, -halégeno, -OH, -NH,, -OSOsH, -SOsH, -P(O)(OH)2 o0 -OP(0O)(OH)z;
M es -O-, -S-, -OC(=0)-, -SC(=0)-OC=(S)- 0 -NHC(=0)-; G es un -hidrégeno, o un hidrocarburo alifatico C+-2¢ sustituido
o insustituido, ramificado o lineal, saturado o insaturado,

o una sal fisiolégicamente aceptable de la misma.

Preferentemente cuando Xy y Xz son -NH-; Y1 es -OH o -OP(O)(OH)z; Yz es -OH o -OP(O)(OH)z; y Z es -CH>OH.

Preferentemente cuando los grupos de sustitucién y la estereoquimica de las sustituciones en los anillos de azucar
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estan definidas por la férmula siguiente:

i OH
HO— P— Q
biPs °
NHR4
Rz Q
Ro OH
NHR

Preferentemente cuando por lo menos uno de entre Ry, Rz, Rs, R4 ¥y Rs se seleccionan de entre los grupos siguientes

CH3(CH2)12—CO
3(CH2) 17— NH CHG(CHQ)IU‘CHLO
CH3(CH2)5~—-NH-CO-—-CLI—CH200 CH:;(CHz)m-—cL-CHzCO\

o}
CH3(C Hz)w—-—C‘H-—CHQCO

Preferentemente cuando R1 y Rs son un grupo con la estructura siguiente
CH3(CH2)12—CO\O
CH3(CH2)10—CL-“CHECO

y Rz es un atomo de hidrégeno o el grupo siguiente

HO
CH3(CH2)10——CL‘——CH200
Rs es un atomo de hidrégeno;
y R4 es un grupo de la estructura siguiente
CHg{CH2)1~CO
HCHz) 12— ~NH

CH3(CH2)g—NH-CO— cL—'«CHzCO

Preferentemente cuando Rz es un atomo e hidrégeno, y la configura cién absoluta de los carbonos quirales en el grupo
Ry Rs es (R), mientras que en el grupo R4 es (S).

Preferentemente cuando Rz es un grupo con la estructura siguiente

HO
CHg(CHz)m—-CLl——-CHzCO

y la configura cién absoluta de los carbonos quirales en el grupo R1, Rz y Rs es (R), mientras que en el grupo R4 es (S).

Segun un segundo aspecto de la invencién, se proporciona un compuesto de la formula siguiente:

0 OH
Ho—B_ Q
| =y - OH
HO "2
HR1

en la que por lo menos 1 de entre R1 y Rz es el grupo siguiente
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RC
O\NH

R'NHCO—CH-—CHCO

en la que cada R y R’ es independientemente un hidrégeno, un hidrocarburo alifatico Cy.20 sustituido o insustituido,

ramificado o lineal, saturado o insaturado.
El Ry o Rz restante se selecciona de entre hidrégeno, el grupo -R, -COR o las estructuras siguientes

" RGO, X

SNH !
R CH—(CHa)a— A_
RNHCO-—CH—CHCO O

R'——CL!-«(CHZ)n—B

R—A_ C|)
R~
R‘—CH—(CH2)—B A\o
n'ncL— CH
. ( 2)rﬁ""B\O
R—CH-—(CHg)ps— A R"~OIH-—(CHe)n--L

en las que cada R, R’, R” es independientemente un hidrégeno, un hidrocarburo alifatico C1.29 sustituido o insustituido,
ramificado o lineal, saturado o insaturado; A, B y L son independientemente grupos CHz, CO y CS; X es -OH, -SH, -NH>

y halégeno. m y n son niumeros enteros entre 0 y 10 inclusive.

Preferentemente cuando por lo menos uno de entre Ry y Rz se seleccionan de entre las estructuras siguientes

CHg(CH; CO CH3(CH2)10~CH
3(CHa) 12— ~NH Lo

CHg(CHg)g—NH—CO-—ClH-CHZCO CHa(CHz)m—CL—CHzco\O

CHB(CHQ)“IO'“‘CL——CH?_CO

Preferentemente cuando R1 es un grupo con la estructura siguiente

CHg(CHp) 12—-—-CO\N H

CH3(CH2)3—NH-CO—CL|-CH.200
y Rz es un grupo con la estructura siguiente
AN CO
Preferentemente cuando la configura cién absoluta del carbono quiral en el grupo R+ es (S).
Segun un tercer aspecto de la presente invencion, se proporciona un compuesto de la estructura siguiente
CH3(CH)1»—CO
3{CHa) 12— “NH

CHz3{CH2)g— NH-C O~ CIH-CHzCOOH

Segun un cuarto aspecto de la presente invencion, se proporciona un compuesto de la férmula siguiente
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Ph
/‘V O
Rs
NH
Ry Ry
en la que Ry es un grupo de benciloxi, aliloxi, hidroxilo o OC(NH)CCls;

Rz se selecciona de entre el grupo constituido por hidrégeno, -COOCH2CCls, o la estructura siguiente
CH3(CH CO,
3(CH2— ~NH
CHa(CHa),,,—NH—CO—CL-CHECO
en la que m y n son nimeros enteros independientemente seleccionados que tienen valores entre 0 y 20;
y Rs es CH3(CH3),CO o la estructura siguiente

CH3{CH2)x— A\O

CHg(CH2)y— ClH ~CH2CO

en la que A es -CHz- 0 -C(=)O)- y x, y y z son nimeros enteros seleccionados independientemente que tienen valores
entre 0y 20.

Segun un quinto aspecto de la invencion, se proporciona un compuesto de féormula siguiente:

OBn
R4 o
R
NH
Ry~ Hi

en la que R1 es un grupo de benciloxi, aliloxi, hidroxilo o OC(NH)CCls,

Rz se selecciona de entre un atomo de hidrogeno, COOCH2CCls o

CH3{CH coO
3{CH2) ~NH

CH3(CH2)m—NH—CO—-CLI—CH200
en la que m y n son nUmeros enteros independientes que tienen valores entre 0 y 20;
R3s es CH3(CH2),CO o la estructura siguiente:

CHa{CHalx— A\O

CHQ(CHQ)wa(H“CHZCO

en la que A es —CHz- 0 -C(=0)-,
X, ¥ ¥ z son independientemente nimeros enteros seleccionados que tienen valores entre 0 y 20;
R4 es hidrégeno o P(O)(OBn)z-.

Segun un sexto aspecto de la presente invencion, se proporciona un compuesto de férmula siguiente:
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OBn
HR1

en la que Ry es un grupo con la estructura siguiente
CH3(CH 2} A__ o
CH3(CH2)y-—-CL—CH2CO

en la que A es -CHz- 0 -C(=0)-; x e y son numeros enteros independientemente seleccionados que tienen valores entre
0y 20;

R es hidrégeno, alilo, bencilo o la estructura siguiente

BnQ
CHG{CHQ)Z—-—C‘-F—CHQCO
en la que z es un numero entero entre 0 y 20;

R3 es hidrégeno, COOCH2CCls, o una de las estructuras siguientes

CHa(CHa)x—AL o CHg(CHg),,—-co\NH

CHB(CHQ)y—CL"'CHZCO CH;;(CHg)m—NH-CO—Cl-i~CH2C0

en la que A es -CHz- 0 -C(=0)-; m, n, x e y son niUmeros enteros independientemente seleccionados que tienen valores
entre 0y 20;

R4 es un grupo de la siguiente estructura

CHa(CHah—A_

CHa(CHz)ymC\-i--CHzCO

en la que A es -CHz- 0 -C(=0)-; x e y son numeros enteros independientemente seleccionados que tienen valores entre
0y 20.

Segun un sexto aspecto de la presente invencion, se proporciona un compuesto de férmula siguiente:

0Bn
Rsoﬁ/
Ra 8n o

NHR3 OBn
R2
NHR+

en la que Ry es un grupo con la estructura siguiente

CHa{CHah— A

CH3(CH2)y-—-C\—(~CHZCO



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2370262 T3

en la que A es -CHz- 0 -C(=0)-; x e y son numeros enteros independientemente seleccionados que tienen valores entre
0y 20;

R es hidrégeno, alilo, bencilo o la estructura siguiente
BnQ
CH-J(CHg)Z—Ck-I—CH L0
en la que z es un numero entero entre 0 y 20;

R3 es hidrégeno, COOCH2CCls, o una de las estructuras siguientes

CHa(CHa—A CHa{CH2—CO_

CHs(CHz)y———CL-"CH'aCO CHs(CHg)ﬂr—NH-CO—CL-CHaCO

en la que A es -CHz- 0 -C(=0)-; m, n, x e y son nimeros enteros independientemente seleccionados que tienen valores
entre 0y 20;

R4 es un grupo de la siguiente estructura
CH3(CH2)x— A\O
CH;}(CHQ)V—CL”CHZCO

en la que A es -CHz- 0 -C(=0)-; x e y son numeros enteros independientemente seleccionados que tienen valores entre
0y 20;

Rs es hidrégeno o (BnO)2P(0O).

Segun un octavo aspecto de la presente invenciéon, se proporciona un lippsoma no natural cuya membrana
comprende:(a) un compuesto segun cualquiera de los aspectos anteriores; y (b) por lo menos un epitopo.

Preferentemente en el que por lo menos un epitopo es un epitopo de linfocito B.

Preferentemente en el que por lo menos un epitopo es un epitopo de linfocito T.

Preferentemente en el que por lo menos un epitopo es un epitopo de péptido.

Preferentemente en el que por lo menos un epitopo es un epitopo de carbohidrato, glucopéptido o glucolipido.

Segun un noveno aspecto de la presente invencién se proporciona una composicion farmacéutica que comprende un
liposoma segun el octavo aspecto, comprendiendo dicha composicién una cantidad eficaz como vacuna de dicho
epitopo.

Preferentemente en el que dicho epitopo es un epitopo asociado al tumor.

Preferentemente en el que por lo menos un epitopo es un epitopo de MUCH1.

Preferentemente, en el que el epitopo es proporcionado por un péptido o lipopéptido que tiene la secuencia de
aminoacidos siguiente:

H>N-STAPPAHGVTSAPDTRPAPGSTAPPK(Pal)G-OH.

Preferentemente el liposoma es para su utilizacion en la prevenciéon o tratamiento de una enfermedad prevenible o
tratable produciendo una respuesta inmunitaria a dicho epitopo.

Preferentemente en el que dicho andlogo de lipido A ejerce un efecto adyuvante sobre la respuesta inmunitaria a dicho
epitopo.

Preferentemente en el que dicha enfermedad es un cancer.
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Aunque existen varias publicaciones que detallan la estructura minima requerida para las moléculas de lipido A para
actividad adyuvante con baja toxicidad, no se ha realizado ningun estudio generalizado de las propiedades estructurales
necesarias para mantener esta actividad.

Una molécula con estructura definida como adyuvante no esta disponible en el mercado para su utilizaciéon con vacunas
terapéuticas humanas aunque algunos adyuvantes prometedores estan actualmente bajo investigacion clinica. Un
ejemplo de dichos adyuvantes prometedores es un producto purificado de lipido A natural a partir de cultivos
bacterianos. El producto adyuvante lipido A natural contiene una mezcla de varios componentes de lipido A con un
nuamero variable de cadenas lipidicas. Los ésteres de la cadena lipidica, que estan unidos al nucleo del carbohidrato,
pueden escindirse durante la hidrélisis controlada de la pared celular, conduciendo a la formacion de muchos
componentes. Uno de los principales problemas asociados a estas preparaciones es la inconstancia en la composicién y
funcionamiento como adyuvante, siendo este Ultimo muy critico para la eficacia de las terapias basadas en vacunas.
Otros factores anadidos tales como los altos costes de produccién y la dificultad en determinar principios activos en la
composicion farmacéutica final hacen a dichos adyuvantes de origen A natural comercialmente inatractivos.

Los anélogos de lipido A sintéticos presentan varias ventajas sobre las preparaciones adyuvantes derivadas de las
naturales. EI compuesto sintético estd definido quimicamente con una Unica estructura y de este modo facilita su
sedimento y control en la preparacion hasta la formulacion final. El producto sintético es rentable y es facilmente
adaptable para el incremento a escala comercial a la vez que mantiene la constancia tanto en calidad como en
funcionamiento.

En la presente memoria se describen nuevos analogos de lipido A que se disefian, sintetizan y por Gltimo se incorporan
en las vacunas de liposomas que contienen el antigeno derivado de la mucina asociado al cancer (MUC1), como
lipopéptido, para evaluar su capacidad como adyuvante. Las caracteristicas destacadas de la presente exposicion se
describen a continuacion.

Nuevas estructuras lipidicas

Aunque en alguna estructura de lipido A natural dada el contingente de lipidos no son nunca de longitud o estructura
uniforme, el lipido mas frecuentemente encontrado en la naturaleza es el acido (R)-3-hidroxi-tetradecanoico (acido 3-
hidroxi-miristico) y sus derivados 3-O-acilados. La diversidad de lipidos contribuye hasta ahora a las mas significativas
variaciones entre las estructuras de lipido A natural. Aunque estan todas unidas por enlaces de éster y de amida a los
grupos hidroxi y amino del azlcar respectivamente, las variaciones incluyen el nimero de lipidos unidos, la longitud de
cada cadena lipidica y los grupos funcionales contenidos en las cadenas lipidicas. Se cree que estas variaciones
contribuyen a varias funciones bioloégicas de la molécula completa de lipido A y mas importante a sus propiedades
adyuvantes. Quimicamente hablando, los enlaces éster son labiles ya que son vulnerables a la hidrdlisis en condiciones
fisioldgicas. La pérdida gradual de cadenas lipidicas puede reducir lentamente la actividad del adyuvante en
almacenamiento prolongado de las vacunas disminuyendo de este modo su periodo de conservacion. La introduccion
de enlaces éter artificiales pero estables en lugar de ésteres, o combinaciones de ambos puede aumentar la estabilidad
del adyuvante y puede producir el periodo de conservacion mas prolongado para las formulaciones de vacunas. Una
ventaja mayor en la sintesis de un analogo de lipido A es que la molécula puede disefiarse para conseguir eficacia
como adyuvante, seguridad y estabilidad utilizando la diversidad en las cadenas lipidicas y sus enlaces.

Incorporando estas propiedades, los inventores han disefiado nuevos acidos lipidicos sintéticos de formulas generales
(3) y (4) (figura 2) para construir analogos sintéticos de lipido A. Los compuestos 5 y 23 se prepararon en este
descubrimiento como dos ejemplos especificos de estructuras generales (3) y (4). El compuesto 5 contiene un resto de
acido aspartico, que puede ser visto como un B-aminoacido. Su configura cién absoluta corresponde al acido (R)-3-
hidroxi-tetradecanoico y de este modo el compuesto 5 se considera que es un simil del &cido (R)-3-aciloxi-
tetradecanoico. El compuesto 23 es un &cido graso trilipidico que contiene un enlace éter, incorporado para aumentar la
estabilidad de la molécula completa. Aunque los montajes trilipidicos a base de éster no han sido descubiertos hasta
ahora entre los analogos de lipido A natural, su presencia puede no ser completamente excluida. La presente
exposicién se centra ademas en la sintesis del lipido A con un contingente de lipidos uniforme a fin de comparar las
actividades adyuvantes de las que presentan diversidad de lipidos.

Andlogos de lipido A con nuevos acoplamientos de &cido lipidico

Los lipidos de formulas generales (3) y (4) (figura 2) son de nuevo disefo y por lo tanto las correspondientes estructuras
de lipido A que las incorporan son todas distintas. Se han disefiado dos tipos de analogos de tipo A, monosacarido (1) y
disacarido (2) (figura 3), como parte de la invencion.

El derivado monosacarido de estructura (1) en la que por lo menos uno de entre Ry y R> se selecciona

independientemente de entre las estructuras (1) y (Il) (figura 3) presenta la estructura no reductora y de azucar del lipido
A natural. El compuesto 33 (figura 9) es un ejemplo de dichas estructuras.
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Y el derivado de disacarido de estructura (2) en la que por lo menos uno de entre R1, Rz, Rs, R4 y Rs se selecciona
independientemente de entre las estructuras (I) y (ll) (figura 3) es un analogo monofosforilado de estructura de lipido A
natural. Los compuestos 58 (figura 16), 77 (figura 21), 102 (figura 29) y 104 (figura 30) son algunos ejemplos con dichas
propiedades estructurales.

Andlogos de lipido A con contingente de lipidos uniforme

La diversidad de lipidos de lipido A hacia la molécula demasiado compleja y poco practica para la preparacion a gran
escala por sintesis quimica. Una de las principales caracteristicas de los compuestos disefiados como parte de la
presente invenciéon es que los sustituyentes lipidicos en las posiciones 2-amino, 2'-amino y 3'-O del eje central del
disacarido son idénticas y se componen de fragmentos de estructura dilipido unidos por éter o éster. Dichas
propiedades se resumen en la figura 4. El compuesto tiene la formula general (2) en la que Ry, Rs y Rs son
idénticamente los que tienen la estructura de dilipido (lll). Los compuestos especificos se preparan en la presente
invencion como ejemplos representativos, tales como las estructuras 54 (figura 15), 70 (figura 19), 86 (figura 24) y 94
(figura 26).

Nuevo procedimiento para la preparacién de analogos de lipido A

En la presente memoria se describen nuevos procedimientos para la sintesis de analogos (1) y (2) de lipido A. En la
presente memoria se describen rutas sintéticas generales para preparar de varias maneras analogos de lipido A
sustituidos del descubrimiento. Pueden obtenerse facilmente diferentes analogos utilizando materiales de partida
alternativos. Los detalles se ilustran en las figura s en dibujos y en los ejemplos.

El procedimiento para la sintesis del derivado de monosacarido 33 se ilustra en la figura 9 y el derivado de disacarido 48
en las figura 10 a figura 13. Una caracteristica importante de este nuevo procedimiento es la estrategia general de
utilizacion de combinaciones de diferentes bloques de construccion de carbohidratos, de estrategias de grupos
protectores y reactivos para llevar a cabo estructuras especificas. Por ejemplo, la proteccién con 4,6-bencilideno en los
derivados de glucosamina ofrece la libertad de la apertura del anillo selectivo para liberar el 4-OH en el que puede
introducirse el grupo fosfato. El grupo fosfato protegido por el éster bencilico, que se introduce mediante un
procedimiento en dos etapas, ofrece también la ventaja de estar facilmente desprotegido, junto con otros grupos bencilo
en la molécula, en la etapa final de la sintesis por hidrogenacién catalitica. Se describen méas ejemplos en las figuras 14
a 21 para la sintesis de los compuestos 54, 68, 70y 77.

Este procedimiento se ha modificado mas para proporcionar un procedimiento mas eficaz, que es particularmente util
para la preparacién de compuestos con idénticos sustituyentes en ambos grupos amino del eje central de carbohidrato.
Las figura s 22 a 24 ilustran la sintesis del compuesto 86 utilizando este procedimiento modificado.

En este procedimiento modificado el grupo fosfato se introduce en el derivado de monosacarido antes que se forme el
enlace glucosidico, y el aceptor de glucosilacion, que tiene ambos grupos 4-OH y 6-OH desprotegidos (por ejemplo el
compuesto 79 en la figura 22), se prepara por una ruta simplificada. Las etapas implicadas en todo el procedimiento se
reducen, especialmente en la etapa de disacéarido en la que el material se vuelve mas costoso y practicamente mas
dificil de manejar. El procedimiento se disefia para produccién a gran escala y se ha demostrado que es muy eficaz en
la sintesis a gran escala de un analogo de lipido A. Los ejemplos adicionales de los compuestos 94, 102 y 104,
preparados utilizando este procedimiento modificado, se describen en las figura s 25 a 30.

Los productos intermedios estratégicos dados a conocer en la presente memoria se utilizan en la sintesis de analogos
de lipido A y no son conocidos en la bibliografia.

Formulaciones de liposomas

Los liposomas son particulas globulares formadas por el autoensamblado fisico de lipidos polares, que definen la
organizacion de la membrana en los liposomas. Los liposomas pueden estar formados por vesiculas unilaminares o
multilaminares de varios tamafos. Dichos liposomas, aunque constituidos por pequefias moléculas no tienen
propiedades inmundgenas propias, se comportan como particulas macromoleculares y presentan fuertes caracteristicas
inmundégenas.

Aprovechando las propiedades de autoensamblado de los lipidos, uno 0 mas inmun6genos pueden acoplarse a los
lipidos polares que a su vez formaran parte de la particula de liposoma. Cada inmunégeno comprende uno 0 mas
determinantes antigénicos (epitopos). Estos epitopos pueden ser epitopos de linfocitos B (reconocidos por los
anticuerpos) o epitopos de linfocitos T (reconocidos por los linfocitos T). El liposoma puede actuar para ayudar a la
respuesta inmunitaria producida por los inmunégenos asociados. Es probable que sea mas eficaz que un adyuvante que
se mezcla simplemente con un inmundgeno, ya que tendra una concentracion eficaz local mas alta.
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Ademas, puede acoplarse un hapteno en lugar del inmundégeno mencionado anteriormente. Como un inmunégeno, un
hapteno comprende un determinante antigénico, pero por definicién es demasiado pequefo para producir una respuesta
inmunitaria en si mismo (por lo general, los haptenos son menores de 5.000 daltons). En este caso, el resto lipidico
puede actuar, no s6lo como adyuvante, sino también como vehiculo inmunégeno, actuando el conjugado del hapteno y
el lipido como inmunégeno sintético (es decir, una sustancia contra la cual pueden producirse respuestas inmunitarias
humorales y/o celulares).

Incluso si el lipido no actiia como vehiculo inmunégeno no actda como vehiculo inmundégeno, el hapteno sostenido por
liposomas puede actuar todavia como antigeno sintético (es decir, una sustancia que es reconocida por un componente
del sistema inmunitario humoral o celular, tal como un anticuerpo o linfocito T). El término “antigeno” incluye tanto
haptenos como inmundégenos.

Por lo tanto, la invencién contempla un liposoma cuya membrana comprende un analogo de lipido A tal como se da a
conocer en la presente memoria, y por lo menos un epitopo de linfocito B o linfocito T.

Se han disefiado varios antigenos sintéticos en forma de lipopéptidos, glucolipidos y glucolipopéptidos que forman la
membrana del liposoma. Asimismo, las moléculas sintéticas de lipido A de caracteristicas estructurales bien definidas
pueden anclarse en la membrana del liposoma.

A diferencia de las preparaciones bacterianas adyuvantes, un analogo sintético de lipido A contribuye a lipidos
estructuralmente bien definidos a la membrana del liposoma. Dichas estructuras definidas no solamente reducen la
sobrecarga de reafirmar los componentes “activos” de la membrana después de la formulacién, sino que también
contribuyen a la definicion de membrana liposémica. Dichos liposomas pueden disefiarse como “formulaciones de
vacunas totalmente sintéticas” que contienen analogo sintético de lipido A como adyuvante y un lipopéptido sintético
como antigeno.

Epitopo

Los epitopos de la presente invencién pueden ser epitopos de linfocitos B o de linfocitos T, y pueden ser de cualquier
naturaleza quimica, incluyendo sin limitacion péptidos, carbohidratos, lipidos, glucopéptidos y glucolipidos. El epitopo
puede ser idéntico a un epitopo natural, o una forma modificada de un epitopo natural.

Los epitopos peptidicos de linfocitos B son por lo general de por lo menos cinco aminoacidos, mas a menudo por lo
menos de seis aminodcidos, aun con mas frecuencia de por lo menos siete u ocho aminoacidos de longitud, y pueden
ser continuos (“lineales”) o discontinuos (“con configura cién”) (estando estos ultimos formados por el plegamiento de
una proteina para poner partes no contiguas de la secuencia de aminoacidos primaria en proximidad fisica). Los
epitopos peptidicos de linfocitos T son lineales y normalmente 8 a 15, mas frecuentemente 9 a 11 aminodacidos de
longitud.

Los epitopos de interés incluyen los especificos para un patégeno o para un tumor o sino asociados a los mismos. Un
epitopo puede decirse que esta asociado a una enfermedad infecciosa especifica si es presentado por un antigeno
intracelular, superficial o segregado del organismo que causa la enfermedad, o en el caso de un virus, si esta asociado
a particulas viricas o es especifico de una célula infectado por el virus. Puede decirse que esta asociado a un tumor
especifico si es presentado por un antigeno intracelular, superficial o segregado de dicho tumor. No necesita ser
presentado por todas las estirpes celulares de tipo tumoral en cuestion, o por todas las células de un tumor especifico, o
a lo largo de toda la vida del tumor. No necesita ser especifico para el tumor en cuestién. Un epitopo puede decirse que
esta “asociado al tumor” en general si estd también asociado con cualquier tumor (cancer, neoplasma).

La expresion “epitopo asociado a la enfermedad” comprende también cualquier epitopo no natural que es
suficientemente similar a un epitopo natural asociado a la enfermedad en cuestién de modo que los linfocitos fitotoxicos
que reconocen al epitopo de la enfermedad natural también reconocen al epitopo similar no natural. Similares
comentarios aplican al “epitopo asociado al tumor”.

Puede considerarse que un epitopo es especifico para una fuente concreta (tal como un organismo que produce la
enfermedad o un tumor) si estd asociado mas frecuentemente con esta fuente que con otras fuentes. No se necesita
especificidad absoluta, con tal que se obtenga todavia un efecto profilactico, terapéutico o de diagnadstico.

En el caso de un epitopo “especifico para el tumor”, estd méas frecuentemente asociado a este tumor que a otros
tumores, o a células normales. Preferentemente, deberia existir una diferencia estadisticamente significativa (p=0,05)
entre su frecuencia de aparicién asociada al tumor en cuestion, y su frecuencia de aparicion asociada a (a) células
normales del tipo del que procede el tumor, y (b) por lo menos otro tipo de tumor. Un epitopo puede decirse que es
“especifico para el tumor” en general si esta asociado mas frecuentemente a tumores (de alguno o todos los tipos) que a
células normales. No necesita estar asociado a todos los tumores.
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La expresion “epitopo especifico para el tumor” también comprende cualquier epitopo no natural que sea
suficientemente similar a un epitopo natural especifico para el tumor en cuestion (o apropiado, especifico a tumores en
general) de modo que los linfocitos citotoxicos estimulados por el epitopo similar seran esencialmente especificos como
LTC estimulados por el epitopo natural.

En general, la especificidad normal frente al tumor es mas importante que la especificidad del tumor frente al tumor
(dependiendo de la via de administracion y del tejido normal especifico afectado), la especificidad mayor conduce
generalmente a menores efectos desfavorables. La especificidad del tumor frente al tumor es mas importante en el
diagnéstico en contra de las utilizaciones terapéuticas.

La referencia a un epitopo de LTC como que esta “restringida” por un alelo especifico de MHC, tal como HLA-A1 indica
que dicho epitopo esta unido y presentado por la forma alélica en cuestion. Esto no significa que dicho epitopo no pueda
también estar unido y ser presentado por una forma alélica diferente de MHC, tal como HLA-A2, HLA-A3, HLA-B7 o
HLA-B44.

El término “especifico” no pretende implicar la especificidad absoluta, Unicamente una diferencia clinicamente util en la
probabilidad de que suceda asociada a un patégeno o tumor en lugar de en un paciente normal coincidente.

Los patégenos pueden ser submicrobianos (por ejemplo, virus), microbianos (por ejemplo, hongos, protozoos) o
multicelulares (por ejemplo, gusanos, artropodos, etc.). Los tumores pueden ser de origen mesenquimatico o epitelial.
Los canceres incluyen canceres de colon, recto, cuello del Gtero, mama, pulmén, estdmago, Utero, piel, boca, lengua,
labios, laringe, rifidn, vejiga, prostata, cerebro y células sanguineas. Los epitopos naturales pueden ser identificados
mediante un proceso de dividir y ensayar. Se empieza con una proteina conocida por ser antigénica o inmundgena. Se
prueba a continuacién la actividad inmunolégica de la proteina. Estos fragmentos pueden obtenerse por tratamiento de
la proteina con un agente proteolitico, 0, si la secuencia peptidica es conocida, se pueden preparar sintéticamente
péptidos mas pequefios correspondientes a las subsecuencias de la proteina. Los fragmentos probados pueden
comprender la secuencia completa de la proteina o solo una parte de la misma, y pueden estar contiguos, solapantes o
separados. Si alguno de los fragmentos son inmunolégicamente activos, los fragmentos activos pueden someterse a un
analisis de divisién y prueba, y el procedimiento puede continuarse hasta que se identifican las secuencias de longitud
minima inmunolégicamente activas. Este método puede utilizarse para identificar epitopos de linfocitos B o de linfocitos
T, aunque los ensayos desde luego seran diferentes. Geysen da a conocer la identificacion sistematica de todos los
posibles fragmentos de oligopéptidos (preferentemente de 6 a 10 a.a.) adyacentes o solapantes de una proteina
especifica para la actividad inmunolégica a fin de identificar epitopos lineales. Véase el documento WO 84/03564.

Si una secuencia de aminoacidos esta disponible es posible predecir la posicion de los epitopos de péptidos de
linfocitos B o de linfocitos T. Los epitopos de linfocitos B tienden a estar en zonas de alta hidrofilia media local. Véase
Hopp y Word, Proc. Nat. Acad. Sci. (USA.) 78: 3824 (1981); Jameson y Wolf, CABIOS, 4: 181 (1988). Los epitopos de
linfocitos T pueden predecirse basandose en secuencias de consenso conocidas para los péptidos unidos a moléculas
MHC de clase | de células de un haplotipo especifico. Véase por ejemplo, Slingluff, documento WO 98/33810,
especialmente las pags. 15-16; Parker, et al, “Scheme for ranking potential HLA-A2 binding peptides based on
independent binding of individual peptide side chains”, J. Immunol. 152: 163 (1994).

Los epitopos de linfocitos T naturales pueden recuperarse disociandoles de sus complejos con moléculas MHC de clase
1 y a continuacién secuenciandoles, por ejemplo, por técnicas espectroscopicas de masas.

Generalmente hablando, ademas de los epitopos que son idénticos para la enfermedad natural, o epitopos especificos
para el tumor, la presente invencion comprende epitopos que son diferentes pero sustancialmente idénticos de dichos
epitopos, y por lo tanto la enfermedad, o tumor, especifica en sus justos términos. Incluye ademas epitopos que no son
sustancialmente idénticos a un epitopo natural, pero que son a pesar de todo de reaccion cruzada con este ultimo como
resultado de una similitud en la configura cion tridimensional.

Un epitopo se considera sustancialmente idéntico a un epitopo de referencia (por ejemplo, un epitopo natural) si tiene
por lo menos 10% de actividad inmunolégica del epitopo de referencia y se diferencia del epitopo de referencia en no
mas de una sustitucion no conservadora.

Si existe un epitopo de LTC, pueden incorporarse mas sustituciones no conservadoras que son sugeridas por un motivo
de union conocido de la molécula MHC pertinente. Kast. et al., J. Immunol, 152:3904-12 (1994) expone motivos de
unién del péptido especifico HLA-A para las moléculas A1, A2.1, A3, All y A24 de HLA. Engelhard, et al., en Sette, ed.,
Naturally Processed Peptides, 57:39-62 (1993) exploraron las caracteristicas que determinan la unién a HLA-A2.1 y
HLA-B7. Véase también Hobohim et al., Eur. J. Immunol., 23:1271-6 (1993); Kawakami, et al., J. Immunol., 154:3961-8
(1995) basandose en estas y otras fuentes, los AA tolerados preferidos para varias moléculas HLA incluyen (de manera
no limitativa) las siguientes:
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Tabla A
Molécula Posicion  AA preferido AA tolerado
A1 2 T,S M
3 D, E A'S
9 Y
A2.1 2 L,M LV,A T
9 L, V,I AMT
A3 2 LM IV, SATF C,G,D
9 K,R,Y,H F A
All 2 ML ILV,SA T,G,N C D, F
9 K R, HY
A24 2 Y,F,W M
9 F, L, I,W
B7 1 A M, S, R, L
2 P \Y,
3 R A K S M
9 L I, AV
B8 3 L desconocido
5 K desconocido
9 L desconocido
B27 2 R desconocido
9 R, K, H desconocido
B35 2 P desconocido
9 Y desconocido
B53 2 P desconocido

Si una posicion no esta incluida, los estudios pusieron de manifiesto una mayor variabilidad de los AA que para las
posiciones incluidas. Para las posiciones incluidas, los AA no incluidos pueden ser tolerados, especialmente si son
sustituciones conservadoras o0 semiconservadoras para los AA “preferidos” o “tolerados”.

Las sustituciones conservadoras se definen en la presente memoria como intercambios con uno de los cinco grupos
siguientes:

I. Restos alifaticos pequefos, apolares o ligeramente polares:
Ala, Ser, Thr, Pro, Gly
Il. Restos polares, con carga negativa: y sus amidas
Asp, Asn, Glu, GIn
Ill. Restos polares con carga positiva:
His, Arg, Lys
IV. Restos alifaticos, apolares grandes:
Met, Leu, lle, Val, Cys
V. Restos aromaticos grandes:
Phe, Tyr, Trp
Dentro de los grupos anteriores, las sustituciones siguientes se consideran “muy conservadoras”:
Asp/Glu
His/Arg/Lys
Phe/Tyr/Trp
Met/Leu/lle/Val
Las sustituciones semiconservadoras estan definidas por ser intercambios entre dos de los grupos (I)-(V) anteriores que

estan limitadas al supergrupo (A), que comprende (1), (Il) y (lll) anteriores, o al subgrupo (B) que comprende (IV) y (V)
anteriores. Ademas, Ala se considera una sustitucion semiconservadora para todos los aminoacidos que no son del
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grupo |.

Se valorara que las sustituciones muy conservadoras sean menos probables que afecten a la actividad de otras
sustituciones conservadoras, las sustituciones conservadoras es menos probable que afecten a la actividad que
meramente las sustituciones semiconservadoras, y las sustituciones semiconservadoras menos que otras sustituciones
no conservadoras. Ademas, las sustituciones individuales es menos probable que afecten a la actividad que las
mutaciones multiples.

Aunque una sustitucion mutante, ya sea individual o multiple, de los péptidos de interés puede no tener completamente
la potencia del péptido original, dicho mutante bien puede ser Util.

Las sustituciones no se limitan a los aminoacidos codificados genéticamente o incluso a los naturales. Cuando el
epitopo se prepara por sintesis peptidica, el aminoacido deseado puede utilizarse directamente. Alternativamente, un
aminoacido codificado genéticamente puede modificarse haciéndole reaccionar con un agente modificador organico que
es capaz de hacer reaccionar con las cadenas laterales seleccionadas o los restos terminales.

Un aminodcido no genéticamente codificado se considera una sustitucién conservadora para un aminoacido
genéticamente codificado si es mas similar en tamafo (volumen) e hidofilicidad al aminoacido original, y a otros
aminoacidos en el mismo grupo de intercambio, que para los aminodcidos genéticamente codificados pertenecientes a
otros grupos de intercambio.

Los epitopos de péptidos sustancialmente idénticos pueden identificarse por varias técnicas, algunas de las cuales no
depende del conocimiento preexistente del motivo de union. Por lo tanto, es sabido en la técnica que se pueden
sintetizar todos los mutantes posibles de una sola sustitucion de un epitopo de péptido conocido. Para un no péptido,
existen (20x9-1=179) de dichos mutantes. Geysen, et al., Proc Nat. Acad. Sci. (USA.), 81:3998-4002(1984). Aunque los
efectos de diferentes sustituciones no son siempre aditivos, es razonable esperar que dos sustituciones individuales
favorables o neutras en diferentes posiciones del residuo en el epitopo pueden estar combinadas de manera segura en
la mayoria de los casos.

Tanto los epitopos peptidicos naturales como los no naturales pueden ser identificados, si esta disponible un anticuerpo
adecuado, u otro receptor, identificando un banco combinatorio de péptidos para los péptidos unidos por la diana. Los
epitopos peptidicos humorales pueden identificarse cribando un banco de fagos de péptido combinatorio para la unién
especifica a un anticuerpo monoclonal diana conocido por reconocer el antigeno de interés. Preferentemente, el banco
se criba previamente para eliminar los péptidos que unen otro anticuerpo aparte del punto de unién del epitopo del
anticuerpo; esto puede hacerse eliminando el fago que se une a un segundo, anticuerpo de referencia del mismo
isotipo.

Asimismo, para identificar los epitopos del péptido LTC, se puede sintetizar una familia de mutantes relacionados de
una sola o multiple sustitucion, presentan la mezcla a la estirpe celular T2 linfoblastoide positiva HLA-A2.1 (o a otra
estirpe celular capaz de presentar epitopos de LTC especificos) y exponen los linfocitos T2 a los LTC de la especificidad
deseada. Si los linfocitos T2 se lisan, los epitopos eficaces pueden ser idénticos por recuperacion directa de los
linfocitos T2 o por un procedimiento progresivo de experimentacién de subconjuntos de las mezclas de péptidos
eficaces. Los procedimientos para la preparacion de péptidos degenerados se describen en Rutter, USP 5.010.175,
Haughten, et al., Proc. Nat. Acad. Sci (USA.), 82:5131-35 (1985), Geysen et al., Proc. Nat. Acad. Sci. (USA.), 81:3998-
4002 (1984); documento WO 86/06487; documento WO 86/00991.

Puede utilizarse la mutagenia miltiple para identificar unas pocas posiciones del residuo intensamente o un nimero
mayor de posiciones de forma mas difusa. Un método consiste en explorar por lo menos un miembro representativo de
cada tipo de a.a. en cada posicion, por ejemplo, uno representativo de cada uno de los grupos |-V de intercambio tal
como se define después en la presente memoria. Preferentemente, se identifican Gly y Pro ademas de otro resto del
grupo |. Preferentemente, por lo menos un resto identificado es un resto de unién a H. Si un mutante positivo presenta
un representante especifico, como aminoacidos puede explorarse en un banco posteriormente. Si, por ejemplo, una
sustitucién de Phe mejora la unién, Tyr y Trp puede examinarse en la préxima ronda.

Cualquier experto en la materia, en la determinacion de qué restos varian, puede asimismo comparar las secuencias de
los péptidos asociados a MHC procesados naturalmente, y pueden obtener estructuras tridimensionales del
MHC:péptido:complejos TCR, a fin de identificar restos implicados en la unién de MHC o TCR. Dichos restos pueden
dejarse solos o juiciosamente mutados en un intento de mejorar la unién de MHC o de TCR.

Una exposicion extensa de haptenos de carbohidratos aparece en Wong, patente US n® 6.013.779.

Capacidad adyuvante de los analogos de lipido A

Se entiende generalmente que un antigeno sintético de bajo peso molecular es inmundgeno débil, lo que constituye el
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mayor obstaculo para el éxito de una vacuna completamente sintética. Una manera de mejorar la inmunogenicidad de
dicho antigeno sintético consiste en administrarlo en el medio de un adyuvante. La diana primaria de estos nuevos
analogos sintéticos de lipido A en la presente invencion son sus propiedades adyuvantes. Un adyuvante ideal se cree
que estimula inespecificamente el sistema inmunitario del hospedador, que en el encuentro posterior de cualquier
antigeno extrafio puede producir respuesta inmunitaria fuerte y especifica a este antigeno extrafio. Dicha respuesta
inmunitaria fuerte y especifica, que se caracteriza también por su memoria, puede producirse solamente cuando se
activan los linfocitos T del sistema inmunitario del hospedador. En la presente invencion se seleccionan la blastogénesis
de linfocitos T y la produccién de IFN-y como dos parametros importantes para medir la respuesta inmunitaria.

Experimentalmente la blastogénesis de linfocitos T mide la sintesis de ADN que se relaciona directamente con la
proliferacién de linfocitos T, lo que a su vez es el resultado directo de la activacion de linfocitos T. Por otra parte, IFN-y
es la principal citocina segregada por los linfocitos T cuando se activan. Por lo tanto, tanto la blastogénesis de linfocitos
T como la produccion de IFN-y indican la activacién de linfocitos T, lo que sugiere la capacidad de un adyuvante para
ayudar al sistema inmunitario del hospedador a provocar una respuesta inmunitaria fuerte y especifica a cualquier
antigeno a base de proteinas. Utilizando un antigeno lipopeptidico sintético, HaoN-
STAPPAHGVTSAPDTRPAPGSTAPPK(Pal)G-OH (figura 34, los cédigos de aminoacidos de una sola letra estan
definidos en la tabla 8), una secuencia de 25 aminoacidos modificada que procede de la mucina MUC1 asociada al
tumor, los autores fueron capaces de evaluar las propiedades adyuvantes de los anélogos de lipido A sintéticos dados a
conocer en la presente memoria. Basandose en los datos de blastogénesis de linfocitos T y en el nivel de IFN-y (figura s
31-33) obtenidos por estudios preliminares in vivo / in vitro, estd ampliamente demostrado que las estructuras sintéticas
48, 54, 70, 86, 102 y 104 de lipido A son tan eficaces, como adyuvantes, como las preparaciones de lipido A de origen
bacteriano.

El compuesto se considera un adyuvante si aumenta significativamente (p=0,05) el nivel de blastogénesis de linfocitos T
o de la produccidn de interferbn gamma en repuesta por lo menos a una combinacién liposoma/inmundgeno relativa al
nivel producido por el inmunégeno solo. Preferentemente, aumentan ambos. Preferentemente, el aumento es por lo
menos del 10%, mas preferentemente de por lo menos 50%, aun mas preferentemente, por lo menos 100%.

La evaluacion de la toxicidad preliminar in vivo del analogo 86 del lipido A sintético ha demostrado que su toxicidad es
mucho mas baja que la del producto de lipido A natural obtenido a partir de la bacteria Salmonella (tabla 4, ejemplo 99).
Por lo tanto, existen muchas ventajas asociadas a estructuras de lipido A totalmente sintéticas y nuevas dadas a
conocer en la presente memoria, desde el punto de vista de eficacia, seguridad, estabilidad y aceptacion de dichas
formulaciones de vacuna con directrices reguladoras.

Preferentemente, la toxicidad de los compuestos lipidicos de la presente invencion no es mas del 50% de la de dicho
producto de lipido A natural; mas preferentemente es menor del 10% de la de esta Gltima.

Los estudios in vivo de los compuestos sintéticos dados a conocer en la presente memoria se han limitado a la
evaluacion de sus eficacias como adyuvantes. Pero pueden tener aplicaciones mas amplias en otras areas tales como
agentes antitumorales, antagonistas de LPS/lipido A, inhibidores de la biosintesis de lipido A y por lo tanto Utiles como
nuevos antibiéticos. Los resultados de varias actividades biol6gicas se daran a conocer a su debido tiempo.

Procedimientos y preparaciones farmacéuticas

En la presente memoria esta descrita la exposicion en las pags. 32 a 46 del documento WO 98/33810.

El sujeto animal preferido de la presente exposicion es un mamifero primate. El término “mamifero” hace referencia un
individuo que pertenece a la clase Mammalia, que, desde luego, incluye la especie humana. La invencion es
particularmente Util en el tratamiento de pacientes humanos, aunque estd concebida también para utilizaciones en
veterinaria. La expresion “primate no humano” estd concebida para cualquier miembro del suborden Anthropoidea
excepto para la familia Hominidae. Dichos primates no humanos incluyen la superfamilia Ceboidea, familia Cebidae
(monos del nuevo mundo incluyendo los capuchinos, aulladores, monos arafia y monos ardilla) y la familia Callithricidae
(incluyendo los monos titi); la superfamilia Cercopithecoidea, familia Cercopithecidae (incluyendo los macacos,
mandriles, babuinos, monos proboscidios, monos mona y los monos hanuman sagrados de la India); y la superfamilia
Hominoidae, familia Pongidae (incluyendo los jibones, orangutanes, gorilas y chimpancés). El mono rhesus es un
miembro de los macacos.

El término “proteccion”, tal como se utiliza la presente memoria, se pretende que incluya “prevencion”, “supresion” y
“tratamiento”. “Prevencién” implica la administracion de la proteina antes de la provocaciéon de la enfermedad.
“Supresion® implica la administracién de la composicion antes de la aparicion clinica de la enfermedad. “Tratamiento”
implica la administracion de la composicién protectora después de la aparicién de la enfermedad.

Debe sobreentenderse que en medicina humana y veterinaria, no siempre es posible distinguir entre “prevenir” y
“suprimir” ya que el episodio o episodios productores ultimos pueden ser desconocidos, estar latentes, o el paciente no
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esta decidido hasta mucho después de la apariciéon del episodio o episodios. Por lo tanto, es frecuente la utilizacion del
término “profilaxis” como distinto de “tratamiento” para abarcar tanto “prevenir” como “suprimir” como se define en la
presente memoria. El término “proteccién”, tal como se utiliza en la presente memoria, significa que incluye “profilaxis”.
Debe entenderse también que para ser Util, la proteccién proporcionada necesita ser absoluta, con tal que sea suficiente
para llevar valor clinico. Un agente que proporciona proteccion en un grado inferior al de los agentes competitivos puede
todavia ser de valor si los demas agentes son ineficaces para un individuo concreto, si puede utilizarse combinado con
otros agentes para aumentar el nivel de proteccion, o si es mas seguro que los agentes competitivos.

La composicién puede administrarse por via parenteral u oral, y, si es por via parenteral, en general o por via tépica. Las
vias parenteral incluyen las vias subcuténea, intravenosa, intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intranasal,
transdérmica o bucal. Una o més de dichas vias puede utilizarse. La administracion parenteral puede ser, por ejemplo,
por inyeccion a emboladas o por perfusion gradual a lo largo del tiempo. Alternativamente, o simultaneamente, la
administracién puede ser por via oral. La inmunizaciéon se lleva a cabo preferentemente inicialmente por inyeccion
intramuscular seguido de inyeccion intradérmica, aunque puede utilizarse cualquier combinacién de inyecciones
intradérmica e intramuscular.

Debe apreciarse que la dosis adecuada de un inmundgeno de la presente exposicion dependera de la edad, sexo, salud
y peso del receptor, del tipo de tratamiento simultaneo, si existe, de la frecuencia de tratamiento, y de la naturaleza del
efecto deseado. Sin embargo, la dosis méas preferida puede ajustarse para cada paciente, como es entendido puede ser
determina por un experto en la materia, sin excesiva experimentacion. Esto por lo general implicara el ajuste de una
dosis patrdn, por ejemplo, reduccion de la dosis si el paciente tiene un peso corporal bajo.

Antes de su utilizacion en seres humanos, se evaluara la eficacia de un fa&rmaco en animales de laboratorio. En estudios
clinicos humanos, se deberia comenzar con una dosis esperada que sea segura en personas, basandose en los datos
preclinicos del farmaco en cuestion, y en las dosis habituales para farmacos andlogos (si existen). Si esta dosis es
eficaz, la dosis puede disminuirse, para terminar la dosis eficaz minima si se desea. Si esta dosis es ineficaz, se
aumentara con cautela, con los pacientes controlados para sefiales de efectos secundarios. Véase, por ejemplo,
Berkow, et al., eds., The Merck Manual, 15% edicion, Merck y Co., Rahway, N.J., 1987; Goodman, et al., eds., The
Pharmacological Basis of Therapeutics de Goodman y Gilman, 8% edicién, Pergamon Press, inc., ElImsford, N.Y., (1990);
Avery’s Drug Treatment: Principles y Practice of Clinical Pharmacology and Therapeutics, 3% edition, ADIS Press, LTD.,
Williams y Wilkins, Baltimore, MD. (1987), Ebadi, Pharmacology, Little, Brown y Co., Boston, (1985).

La dosis total requerida para cada tratamiento puede administrarse en varias dosis (que pueden ser iguales o diferentes)
0 en una sola dosis, segun un programa de inmunizacién, que puede ser predeterminado para este fin. El programa se
selecciona para que sea inmunolégicamente eficaz, es decir, para que sea suficiente para provocar una respuesta
inmunitaria eficaz a un antigeno y de este modo, posiblemente junto con otros agentes, para proporcionar proteccion.
Las dosis adecuadas para realizar esto se definen como “dosis terapéuticamente eficaces”. (Obsérvese que un
programa puede ser inmunolégicamente eficaz aun cuando una dosis individual, si se administra por si misma, no fuese
eficaz, y el significado de “dosis terapéuticamente eficaz” se interpreta mejor en el contexto del programa de
inmunizacién). Las cantidades eficaces para esta utilizacion dependeran, por ejemplo, de la composicion del péptido, la
manera de administracion, la etapa y gravedad de la enfermedad que se esté tratando, el peso y el estado general de
salud del paciente y el criterio del médico que receta.

Tipicamente, la dosis diaria de un principio activo de un producto farmacéutico, para un adulto humano de 70 Kg., esta
comprendido en el intervalo entre 10 nanogramos y 10 gramos. Para inmundgenos, una dosis diaria mas tipica para
dicho paciente esta comprendida en el intervalo de 10 nanogramos a 10 miligramos, mas probablemente 1 microgramo
a 10 miligramos. Sin embargo, el descubrimiento no se limita a estos intervalos de dosis.

Debe tenerse presente que las composiciones de la presente invencion pueden utilizarse generalmente en varias
enfermedades, es decir, situaciones que ponen en riesgo la vida o que potencialmente ponen en riesgo la vida. En
dichos casos, a la vista de la minimizacion de las sustancias extrafas y de la naturaleza no toxica relativa, es posible y
puede sentirse deseable por el médico del tratamiento administrar excesos sustanciales de estas composiciones
peptidicas.

Las dosis pueden administrarse a intervalos que sean eficaces. Si el intervalo es demasiado corto, puede ocurrir
inmunoparalisis u otros efectos secundarios. Si el intervalo es demasiado grande, puede sufrir la inmunidad. El intervalo
Optimo puede ser mayor si las dosis individuales son mayores. Los intervalos tipicos son de 1 semana, 2 semanas, 4
semanas (0 un mes), 6 semanas, 8 semanas (0 dos meses) y un afo. La falta de idoneidad de administrar dosis
adicionales, y de aumentar o disminuir el intervalo, puede reevaluarse en una base continuada, a la vista de la
inmunocompetencia del paciente (por ejemplo, el nivel de anticuerpos para antigenos relevantes).

Estan disponibles varios procedimientos para preparar liposomas, tal como se describe en, por ejemplo, Szoka, et al.,
Ann. Rev. Biophys. Bioeng. 9:467 (1980), patentes US n® 4.235.871, n® 4.501.728, n® 4.837.028, y n® 5.019.369.
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La forma farmacéutica apropiada dependera de la enfermedad, del inmun6geno y del modo de administracion; las
posibilidades incluyen comprimidos, capsulas, pastillas, pastas dentales, supositorios, inhaladores, soluciones, pomadas
y depositos parenterales. Véase, por ejemplo, Berker, anteriormente, Goodman, anteriormente, Avery, anteriormente y
Ebadi, anteriormente.
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Figura 29 Sintesis del compuesto 102
Figura 30 Sintesis del compuesto 104

Figura 31 Proliferacion de linfocitos T (CPM, recuentos por minuto) y produccion de interferon—gamma (YFN-y, pg/ml)
en ratones inmunizados con vacuna liposomica a base de MUC1 ayudada con analogos de lipido A 33, 48,
58 o lipido A natural.

Figura 32 Proliferacién de linfocitos T (CPM, recuentos por minuto) y produccion de interferon—gamma (YFN-y, pg/ml)
en ratones inmunizados con vacuna liposémica a base de MUC1 ayudada con analogos de lipido A 48, 54,
70, 77, 86 o lipido A natural.

Figura 33 Proliferacion de linfocitos T (CPM, recuentos por minuto) y produccién de interferon—gamma (YFN-y, pg/ml)
en ratones inmunizados con vacuna liposémica a base de MUC1 ayudada con anéalogos de lipido A 86, 94,
102, 104 o lipido A natural.

Figura 34 Estructura del lipopéptido BP1-148, secuencia de 25 aminoacidos modificada procedente de la mucina MUC1
asociada al tumor (cddigos de aminoacidos una sola letra)

Figura 35 Ejemplos de péptidos y glucopéptidos derivados de antigenos viricos y tumorales que pueden incorporarse
en formulaciones de liposomas.

Descripcion detallada de las figura s
Sintesis quimica de anélogos de lipido A (figura 14 a figura 30)

Una caracteristica estructural invariante de la molécula de lipido A es su eje central del disacarido D-glucosamina unido
por B-(1,6). Aunque esta estructura es de origen bacteriano, este disacarido en su forma pura probablemente no tiene
ninguna relevancia para la gama de actividades bioldgicas desplegadas por la estructura del lipido. Las cadenas
lipidicas proporcionan quizads el mecanismo béasico mediante el cual el disacarido presenta una amplia gama de
propiedades. Por lo tanto, solamente las cadenas de lipido desempefian una funcién cuantitativa mediante el fomento
de las propiedades del lipido A. Una amplia gama de lipidos puede cumplir esta necesidad, aunque solamente en sus
nameros los lipidos parecen influir cuantitativamente en las propiedades de la molécula. Los autores han sintetizado y
examinado la influencia de un intervalo de lipidos tanto naturales (compuesto 13-15y 17 en la figura 6) como artificiales
(5 en la figura 5, 20 y 23 en la figura 7) y una gama de enlaces mediante los cuales los lipidos se unen y al nicleo de
carbohidrato.

El lipido encontrado mas frecuentemente en las estructuras de lipido A de la naturaleza es el acido (R)-3-hidroxi-
miristico. El grupo 3-hidroxi estd mas acilado con lipidos de longitudes diferentes. El compuesto 5 (figura 5) se disefia
utilizando la estereoquimica natural del &cido aspartico. Como la orientacién tridimensional del grupo amino en 5 es
idéntica a la del grupo hidroxilo en el &cido (R)-3-hidroxi-miristico, el compuesto 5 es de esperar que sea un simil
estructural del &cido (R)-3-aciloxi-miristico.

La preparacién del compuesto 5 se describe en la figura 5. El derivado 1 del &cido aspartico disponible en el mercado se
acoplé con nonilamina utilizando cloroformato de isobutilo como reactivo activador para obtener el compuesto 2 con el
79% de rendimiento. La eliminacién del grupo Fmoc del compuesto 2 seguida de acoplamiento con el acido
tetradecanoico proporcion6 el compuesto 4. El grupo protector terc-butilo se elimind por tratamiento con TFA para
obtener el compuesto 5 con el 97% de rendimiento.

La figura 6 describe la sintesis del derivado del acido (R)-3-hidroxi-miristico. La reaccién de Reformatsky®® de dodecanal
con bromoacetato de etilo proporcion6 6, que se hidrolizé a acido 3-hidroxi-miristico 7 racémico. La resolucion Optica de
7 se consiguié segun el procedimiento conocido®'® °. Los diastereémeros de su sal de deshidroabietilamina se
separaron por cristalizacion fraccionada y se hizo el seguimiento de la pureza diastereomérica de la sal por el punto de
fusion o espectroscopia de RMN. El tratamiento con base y acido de la sal proporcioné el isémero R 8 con >95% de
exceso enantiomérico (e.e), que se convirtid en éster de fenacilo 9 con 92% de rendimiento. La acilacion del grupo 3-
hidroxi con varios cloruros de acilo en piridina enzpresencia de DMAP proporcioné 10-12 que en el tratamiento con polvo
de cinc proporcioné acidos lipidicos libres 13-15°% 2%, Por otra parte el compuesto 9 se traté con tricloroacetimidato de
bencilo en presencia de acido trifluorometilsulfénico para proporcionar el derivado de 3-benciloxi 16 que se convirtio
posteriormente en su acido libre 17%.

La figura 7 ilustra la sintesis de nuevos dilipido 20 y trilipido 23 que contienen un enlace éter artificial. La reaccién de 9

con triflato 18 en presencia de carbonato de potasio proporciond 19 que se desprotegidé para proporcionar el acido
dilipido 20. La sintesis asimétrica de 212 b.c procedente de dodecanal y bromuro de alilo en presencia de reactivo
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quiral (-)-DIPCI a -78°C proporcion6 el producto con ~85% e.e. con aproximadamente 70% de rendimiento. Se
determind el exceso enantiomérico a partir de sus datos de rotacion oOptica y de los datos de la RMN de su éster del
acido fenilacético metil trifluorometilo [(R)-(+)-MTPAJ?® #. 21 y 20 se acoplaron en presencia de DCC y DMAP en
diclorometano para formar 22 con 81% de rendimiento. La escision oxidativa del doble enlace en 22 proporciond el
acido trilipido libre 23 con 61% de rendimiento. Entre las estructuras de lipido A indicadas de la naturaleza, no se
conoce todavia la presencia de un resto de trilipido.

La figura 8 presenta el procedimiento general utilizado para preparar los derivados de glucosamina. Estos derivados son
bien conocidos y se preparan esencialmente segutn los procedimientos descritos en la bibliografia® 2°.

En la figura 9 se describe la sintesis de un analogo 33 de monosacarido del extremo no reductor de la estructura del
lipido A. El compuesto 26 se acopl6 con acido tetradecanoico en presencia de DCC y DMAP para proporcionar 29 con
un 91% de rendimiento. La eliminacién reductora del grupo Troc en 29 con polvo de cinc en acido acético, seguida de
acoplamiento con el acido de lipido 5, proporciond el compuesto 30 con 60% de rendimiento. La apertura del anillo de
bencilideno regioselectiva con cianoborohidruro de sodio y solucion de HCI en éter proporcion6 el compuesto 4-OH 31
con 86%. Una introduccion del grupo fosfato en dos etapas® se efectué haciendo reaccionar 31 con dibencil-
disopropilfosforamidita para formar fosfito, seguido de oxidacion con &cido m-cloroperbenzoico (m-CPBA) para
proporcionar 32 con 66% de rendimiento. La hidrogenacion catalitica para eliminar los grupos protectores bencilo de 32
proporcioné el analogo del monosacarido lipido A 33 con 79% de rendimiento.

La figura 10 describe la preparacion de dos aceptores de glucosilacion que deben utilizarse en la sintesis de analogos
del disacarido lipido A monofosforilados. El derivado glucosamina 34°" estaba disponible facilmente en cloruro de
hidrogeno glucosamina. La introduccién regioselectiva del grupo tritilo en la posicion 6-O de 34 en presencia de DMAP y
piridina a 40°C proporcion6 35 con 90% de rendimiento. La bencilacién de bromuro de bencilo e hidruro de sodio,
seguida de tratamiento con acido acético al 80% a 110°C proporciond 37. Se elimin6 el grupo ftalimido por tratamiento
con hidrazina en etanol a reflujo para proporcionar la amina libre 38, que se acopl6 en presencia de DCC con los acidos
lipidicos 15 y 14 para proporcionar 39 y 40, respectivamente.

La preparacién del donante de glucosilacién 43 se muestra en la figura 11. El compuesto 28 se acoplé con 14 en
presencia de DCC y DMAP para obtener 41 con muy buen rendimiento. Se eliminé a continuacion el grupo alilo en dos
etapas, en primer lugar la isomerizacion del doble enlace del alilo mediante tratamiento con complejo de Ir (I) y a
continuacién hidrolisis en presencia de NBS. El tratamiento con 42 con tricloroacetonitriio y DBU proporcion6 43 con
81% de rendimiento.

La sintesis completa para el anadlogo 48 de disacarido lipido A se ilustra en la figura 12 y figura 13. La reaccién de
glucosilacién de 39 y 43 con eterato de dietil-trifluoroboro como catalizador proporcioné el disacérido 44 deseado con
65% de rendimiento (figura 12). El grupo de proteccion de Troc en 43, que sirvid como grupo participante adyacente,
control6 el resultado de la estereoquimica de esta reaccion de glucosilacién para proporcionar exclusivamente -
glucosido. La eliminacion del grupo Troc en 44, seguida de acoplamiento con el acido lipidico 13 en presencia de DCC,
proporcioné el compuesto 45. La apertura selectiva del anillo de bencilideno con cianoborohidruro de sodio/HCI
proporciona el compuesto de 4-OH 46 (figura 13). Se introdujo el grupo fosfato mediante la formacién de fosfito y
posterior oxidacion dando 47 con 85% de rendimiento. La desbencilacién final con paladio sobre carbén activo e
hidrogeno en acido THF-acético proporcioné el analogo 48 de lipido-A monofosforilado.

Toda la estrategia descrita anteriormente es muy eficaz para construir analogos de disacarido lipido A, y es también
muy flexible para adaptar variaciones en el contingente de lipido utilizando unos pocos bloques de construccion
corrientes. La misma estrategia se utilizé para preparar dos analogos mas 54 y 58, que se describen en las figura 14 a
figura 16.

En comparacion con la estructura propuesta de lipido A tipo Salmonella (figura 1), el compuesto 48 (figura 13) no tiene
ningun lipido acoplado en la posicion 3-O mientras que el resto del modelo de sustitucion del lipido continda siendo el
mismo. El compuesto 54 (figura 15) tiene el mismo modelo de sustitucién que 48 excepto que en 54 todos los lipidos
son de idéntica longitud (C14). La repeticion de lipidos puede presentar ventajas para la preparacién a gran escala del
compuesto. El compuesto 58 (figura 16) lleva un lipido a base de acido aspartico artificial, pero puede considerarse
como un simil préximo de 54.

Para introducir otro acido lipidico en la posicion 3-O del eje central del disacarido, se ha utilizado una estrategia de
proteccion diferente en el azGcar con extremo reductor. La figura 17 presenta la preparacién de un nuevo aceptor de
glucosilacién 64. A partir de 59, la alilacion en 3-O, la eliminacién del grupo bencilideno y la introduccion regioselectiva
del grupo tritilo proporcion6 60. La bencilacién del grupo 4-OH en 60 con bromuro de bencilo e hidruro sédico, seguida
de la eliminacién del grupo tritilo proporcioné 62. El grupo ftalimido en 62 se escindié por tratamiento con hidrazina en
etanol a reflujo dando el compuesto de amina libre 63 que se acilé con 14 en presencia de DCC para producir 64. El
grupo alilo en la posicién 3-O proporciona la libertad de introducir un lipido en la posicién 3-O en cualquier etapa durante
la sintesis y si no se elimina, el grupo alilo experimentara hidrogenacion catalitica a grupo n-propilo y continda como un
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apéndice permanente a la molécula.

Utilizando el mismo procedimiento descrito para la sintesis del compuesto 48, el acoplamiento de 43 y 64 proporciono el
disacarido 65 deseado con 88% de rendimiento (figura 18). Mediante escisién reductora del grupo Troc, la acilacion de
la amina libre, 65 se convirti6 en 67 que por Ultimo condujo al analogo 70 de lipido A después de una serie de
transformaciones que incluyen la apertura reductora del anillo de bencilideno, la introduccion del grupo fosfato y la
hidrogenacion (figura 19). El andlogo 70 tienen un grupo n-propilo en la posicién 3-O conectado mediante un enlace
éter. Los compuestos con dicha cadena corta de alilo Unica conectada mediante un enlace éter no han sido descritos
anteriormente para los anélogos de lipido A procedentes de fuentes naturales o por sintesis quimica.

La figura 20 ilustra la estrategia de la introduccién de un acido lipidico en la posicion 3-O del eje central del disacarido.
El grupo alilo de 65 se elimind por tratamiento con el complejo de Ir (I), seguido de NBS para proporcionar 71. El
acoplamiento de 71 con 17 en presencia de DCC y DMAP proporcion6 72 con 71% de rendimiento, que después del
tratamiento con cinc en acido acético formé la amina libre 73. Realizando la misma serie de reacciones como se
describié anteriormente, el compuesto 73 se convirtié en la estructura final 77 (figura 21).

En el procedimiento de preparacién de varios otros andlogos de lipido A se ha adoptado una nueva estrategia
simplificada para la sintesis de 86 como se muestra en la figura 22 a figura 24. En la figura 22 el aceptor de glucosilo 79
se preparé en dos etapas a partir de 27 por acilacion en la posicion 3-O y eliminacién del grupo 4,6-isopropilideno.

La figura 23 describe la preparacion del nuevo donante 83 de glucosilo que se completa con el grupo fosfato protegido
con bencilo en la posicién 4-O. La apertura selectiva del anillo de bencilideno en 41 utilizando cianoborohidruro sédico y
HCI anhidro proporcioné el compuesto 80 con buen rendimiento. El grupo fosfato protegido con bencilo se introdujo a
continuacién en la posicion 4-O para formar 81 con 85% de rendimiento. La desalilacién seguida de la reaccion con
tricloroacetonitrilo y DBU formé el nuevo donante de glucosilacion 83.

La reaccion de acoplamiento entre 79 y 83 (figura 24) se realiz6 en presencia de trifluoroboro eterato como catalizador
para formar un disacarido deseado 84 con 66% de rendimiento. La eliminacién reductora de los grupos Troc, seguido de
acoplamiento con el acido lipidico 14, proporciond el compuesto 85 que, después de la desbencilacion, proporcioné el
analogo 86 del lipido A.

En la estrategia modificada, el grupo fosfato se introdujo antes de la formacién del enlace glucosilico. La glucosilacion
del aceptor con dos grupos hidroxi libres procedi6 tanto con regioselectividad con estereoselectividad formando
solamente B-glucésido conectado en (1—6). Realizando asi las etapas de sintesis se redujeron en la etapa de
disacarido. Este procedimiento se vuelve muy eficiente para los analogos de lipido A con idénticos sustituyentes en las
aminas en 2y 2’, que pueden introducirse simultdneamente.

Utilizando el mismo procedimiento se prepar6 otro analogo 94 de lipido A (figura 25, figura 26). La diferencia entre los
compuestos 86 y 94 es que en el ultimo los restos de dilipido contienen enlaces éter. Aunque el enlace éter no es
conocido en las estructuras de lipido A derivadas de las naturales, proporciona mejor estabilidad a las estructuras de
lipido A que el enlace éster natural. Ademas, el enlace éter no es sensible a las condiciones hidroliticas y es mas
hidréfobo. Por lo tanto, el resto de lipido con enlace éter alcanza mejor estabilidad y puede desplegar mejor
caracteristicas adyuvantes que su contrapartida natural. En la figura 25 se describe la preparacion del donante de
glucosilacién 91. Partiendo del acoplamiento de 28 con el acido lipidico 20 (—87), mediante apertura del anillo de
bencilideno (—88) la introduccién del grupo fosfato (—89), de la alilacién (—90) y de la formacion de imidato, se obtuvo
el compuesto 91. Como se describié anteriormente la reaccion de glucosilacién de 79 y 91 proporcioné el disacarido 92
(figura 26), que mediante la eliminacion grupo Troc, la acilacion con el &cido lipidico 20, y la desbencilacion final,
proporcioné el analogo 94 de lipido A.

Utilizando la estrategia modificada, se describen dos ejemplos de sintesis mas de analogos de lipido A en la figura 27 a
la figura 30. En la figura 27 se describe la preparacion de un nuevo aceptor de glucosilacién 98. Se introdujo un grupo
bencilo en la posicion 3-O de 27 utilizando tricloroacetimidato de bencilo y acido trifluorometil-sulfénico para
proporcionar 95. Tanto isopropilideno como el grupo Troc se eliminaron para formar la amina libre 97 que en el
acoplamiento con el acido trilipidico 23 proporcion6 el aceptor 98 de glucosilo.

La reaccion de glucosilacion entre 91 y 98 en presencia de trifluoroboro eterato proporcioné el disacarido 99 deseado
con 56% de rendimiento (figura 28), que en el tratamiento con cinc activado en acido acético proporcion6 el compuesto
amino 100. La acilacion del grupo amino con 20 (figura 29) y 17 (figura 30) proporcion6 101 y 103, respectivamente. La
desproteccién completa de 101 y 103 proporciond dos analogos de lipido A 102 y 104, respectivamente.

Ambos compuestos 102 y 104 son portadores de restos de trilipido en el grupo amino del azlcar con extremo reductor.
No ha habido ningin informe de estructuras de lipido A naturales con componentes trilipidicos ni se ha publicado
ninguna estructura sintetizada quimicamente. Se cree que el nimero de cadenas de lipido acopladas al ndcleo de
carbohidrato modula cuantitativamente las actividades biolégicas de los analogos de lipido A. Todavia se continuara

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2370262 T3

investigando si la presencia de un resto de trilipido en la estructura del lipido A tiene un efecto cuantitativo neto sobre
las actividades biolégicas. En el contexto de la presente invencion se cree que el fragmento estructural trilipidico no
altera significativamente las propiedades biolégicas de las estructuras del lipido A. Los resultados preliminares de la
prueba in vivo de la presente invencion demuestran que tanto los compuestos 102 como 104 han presentado
caracteristicas adyuvantes similares a los de la preparacién del lipido A de origen bacteriano asi como a los del analogo
sintético 86.

Resultados de la prueba bioldgica (figura s 31 a 33)

Se han utilizado formulaciones de liposomas para evaluar las propiedades adyuvantes de varias estructuras de lipido A
sintéticas y las respuestas inmunitarias a un antigeno BP-148 de lipopéptido sintético, HaN-
STAPPAHGVTSAPDTRPAPGSTAPPK(Pal)G-OH (figura 34), secuencia de 25 aminoacidos modificada procedente de
la mucina MUC1 asociada al tumor. Se utiliz6 para comparacién el producto de lipido A disponible en el mercado, que
esta actualmente en evaluacion clinica como adyuvante para programas de vacunas. El producto de lipido A natural,
adquirido en AVANTI, contenia una mezcla de analogos de lipido A extraidos de la pared celular bacteriana de
Salmonella'y se denomind lipido A natural en su descubrimiento.

Por lo tanto, las formulaciones liposémicas que contienen el antigeno de lipopétido sintético, BPI-148 y los analogos de
lipido A 33, 48, 54, 58, 70, 77, 86, 94, 102, 104 o lipido A natural, se utilizaron para inmunizar ratones para medir su
respuesta inmunitaria en cuanto a la blastogénesis de linfocitos T y la produccion de interferon-gamma (IFN-y). Los
compuestos se probaron en tres grupos en diferentes tiempos y sus resultados preliminares se muestran por separado
en las figura s 31 a 33. Como las variaciones se atribuyen a diferentes factores tales como grupos de animales y
factores de experimentacién, los datos de diferentes grupos no se compararan.

La blastogénesis de linfocitos T y las grandes concentraciones de produccion de IFN-y en ratones después de la
introduccion de dichas formulaciones de liposomas demostraron ampliamente que las estructuras 48, 54, 70, 86, 102 y
104 de lipido A sintéticas tienen actividad adyuvante similar en comparacién con lipido A natural. Como se muestra en
la figura 31 a la figura 33, las formulaciones de vacuna liposémicas que contienen estos analogos sintéticos, 48, 54, 70,
86, 102 y 104 de lipido A provocan blastogénesis de linfocitos T significativa y grandes cantidades de interferon-gamma.
Los valores de CPM (recuentos por minuto) y de IFN-y (pg/ml) son comparables a los observados para las
formulaciones que contienen lipido A natural. Las formulaciones que contienen el analogo de lipido A sintético 94
(figura 33) producen también blastogénesis de linfocitos T significativa, aunque la producciéon de la cantidad de
interferon-gamma es baja. Mas experimentacion del compuesto 94 es necesaria para proporcionar un resultado sin
ambigledades de sus propiedades adyuvantes. Los compuestos 33, 77 y 58 son inactivos tanto en la blastogénesis de
linfocitos T como en la produccion de interferon-gamma.

El compuesto 86 parece ser ligeramente mas activo que todos los demés analogos sintéticos de lipido A probados en el
segundo grupo mostrados en (figura 32). En una comparacion directa con el lipido A natural, el analogo 86 sintético
presentaba similares valores tanto en la blastogénesis de linfocitos T como en la produccion de IFN-y. Estructuralmente,
el compuesto 86 tiene un total de siete cadenas de lipidos, incluyendo un resto de acido 3-hidroxi-miristico en la
posicion 3-O en el eje central del disacarido. El compuesto 54 y el compuesto 70 estan estructuralmente muy préximos
al compuesto 86, excepto que el compuesto 54 no tiene ninguna cadena de lipido en la posicion 3-O y el compuesto 70
tiene un solo grupo n-propilo en la posicion 3-O. Resultados comparables tanto en la blastogénesis de linfocitos T como
en la produccion de interferén-gamma (IFN-y) se obtienen para los compuestos 54, 70 y 86 (figura 32). Esta observacién
indica que la naturaleza del grupo sustituto en la posicién 3-O del eje central del disacarido lipido-A probablemente tiene
poco efecto sobre la capacidad adyuvante de los analogos de lipido A. Ademas, los compuestos 48 y 70 (figura 32) que
tienen ambos el mismo modelo de sustitucion pero que se diferencian solamente en la longitud de la cadena lipidica,
son casi de rendimiento idéntico. Este resultado confirma la creencia de los inventores de que ligeras variaciones en la
longitud de la cadena de lipido no afectan mucho las propiedades adyuvantes de los analogos de lipido A.

Como se muestra en la figura 33, los compuestos 102 y 104 también demostraron similares resultados en comparacion
tanto con el compuesto 86 como con el lipido A natural. Curiosamente, ambos compuestos 102 y 104 contienen un
resto de acido graso trilipidico artificial en la posicion 2-N del eje central del disacarido. Ademas, el enlace éter artificial
del enlace éster natural esta incorporado también para el enlace lipido-lipido en los restos de acido graso multi-lipido. El
descubrimiento que el compuesto 102 y 104 presentan similar capacidad adyuvante que el producto lipido A natural
prueba ademas la idea de los inventores de que ligeras variaciones en la fraccién de lipido de las estructuras de lipido A
no afectan la propiedad adyuvante de estas moléculas. Estos resultados son sumamente Utiles en el disefio de nuevos
similes de lipido A que pueden proporcionar moléculas estructuralmente mas sencillas, méas estables y biol6gicamente
mas activas.

Los andlogos sintéticos 33, 58 y 77 contienen lipidos a base de acido aspartico. Las débiles respuestas observadas a
estas formulaciones liposomicas se atribuyen principalmente a su escasa incorporacién en los liposomas como
resultado de su escasa solubilidad. Pueden ser necesarias diferentes técnicas de formulacién para asegurar su eficaz
incorporacion en los liposomas y para reevaluar sus propiedades adyuvantes.

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2370262 T3

Ejemplos

General: No se corrigieron los puntos de fusién. Todas las reacciones sensibles al aire y a la humedad se realizaron en
atmésfera de nitrégeno. THF, DMF y diclorometano anhidros se adquirieron en Aldrich y otros disolventes anhidros se
prepararon de la manera habitual. Se adquirieron disolventes calidad ACS en Fisher y se utilizaron para cromatografia
sin destilacion. Las placas de TLC (gel de silice 60 Fas4, espesor 0,25 mm, Merck) y gel de silice ultrarrapido 60 g35-75
pm) para cromatografia en columna se adquirieron en Rose Scientific, Canada. Se registraron espectros de 'Hy *'P en
espectrometros Brucker AM 300 MHz o Varian Unity 500 MHz o Brucker DRX 600 MHz con TMS como patrén interno
para desplazamientos quimicos de protones. Se midieron las rotaciones Opticas en un polarimetro 241 Perkin-Elmer a
temperatura ambiente (20-22°C). Se obtuvieron datos de analisis elemental en el laboratorio de Microanalitica en la
Universidad de Alberta. Los analisis espectrométricos de masas con atomizaciéon de electrones se realizaron en
espectrometros de masas MS50B o MSD1 SPC.

Ejemplo 1 Preparacién del compuesto 2

Se enfrié a -20°C una solucion de 1 (3,16 g, 7,69 mmoles) en THF anhidro (35 ml). Se afiadieron N-metil-morfolina (0,76
ml, 0,70 g, 6,92 mmoles) y cloroformato de isobutilo (0,94 g, 0,90 ml, 6,92 mmoles). Se agitd la mezcla durante 5 min. y
nonilamina (1,27 ml, 0,99 g, 6,92 mmoles) en THF anhidra (2 ml) se afiadieron a la solucién anterior. Se agité la mezcla
a -20°C durante 1 h. Se anadié metanol (3ml) y la mezcla de reacciéon se concentro al vacio. Se purificé el residuo por
cromatografia ultrarrapida (hexano:acetato de etilo, 2:1) para proporcionar 2 (3,27 g, 79%).TLC: Ri=0,44 (hexano:
acetato de etilo, 3: 1), [a]o?’= +16,9 (c 0,64, cloroformo).

'"H RMN (300 MHz, CDClg): & 0,88 (t, J=6,5 Hz, 3 H, CH3), 1,42 (br s, 12 H, 6 CHy), 1,50 (br s, 11 H, 3 CHs, CH>), 2,59
(dd, J=16,0, 6,5 Hz, 1H, Asp-B-H, 2,93 (dd, J=16,0, 3,5 Hz, 1H, Asp- B’-H), 3,24 (m, 2 H, NCH>), 4,22 (t, J=7,0 Hz, 1H,
Fmoc-CH), 4,45 (m, 3 H, OCHa, Asp-a-H), 5,96 (d J=7,0 Hz, 1 H, NH), 6,45 (m, 1H, NH), 7,29 - 7,79 (m, 8 H, Ar-H).
Anal. calc. para C32H44N20s (536,71): C, 71,61; H, 8,26; N, 5,22. Encontrado: C, 71,68; H, 8,51; N, 5,27.

Ejemplo 2 Preparacién del compuesto 3

El compuesto 2 (9,50 g, 19,47 mmoles) se disolvio en THF anhidro (40 ml). Se afadié piperidina (10 ml) y se agito la
mezcla a temperatura ambiente durante 1 h. Se eliminé el disolvente y se purificd el residuo por cromatografia
ultrarrapida (hexano:acetato de etilo, 1:1 metanol al 5% en diclorometano) para proporcionar 3 (5,64 g, 92%). TLC:
Ri=0,38 (5% de metanol en diclorometano), [a]o**= -41,0 (c 0,59, cloroformo).

'H RMN (300 MHz, CDCls): & 0,86 (t, J=6,5 Hz, CH3), 1,22 (br s, 12 H, 6 CHy), 1,45 (s, 9 H, 3 CHs), 1,55 (m, 2 H, CHy),
1,68 (s, 2 H, NHy), 2,46 (dd, J=16,0, 8,0 Hz, 1 H, Asp-B-H), 2,83 (dd, J=16,0, 4,0 Hz, 1 H, Asp-f’-H), 3,20 (m, 2 H,
NCH), 3,80 (dd, J=8,0, 4,0 Hz, 1 H, Asp-a-H), 7,36 (br s, 1 H, NH). Anal. calc. para C17H34N203 (314,47): C, 64,93; H,
10,90; N, 8,90. Encontrado: C, 65,01; H, 11,20; N, 8,96.

Ejemplo 3 Preparacion del compuesto 4

Se disolvié &cido tetradecanoico (4,51 g, 19,78 mmoles) en THF anhidro (50 ml). Se afadié n-metil morfolina (3,78 ml,
3,47 g, 34,40 mmoles) y se enfrid la solucién a -25°C. Se afadié gota a gota cloroformato de isobutilo (2,37 ml, 2,47 g,
18,06 mmoles) y la mezcla se agité durante cinco min. Se afiadié gota a gota a la solucion anterior una solucién de 3
(5,40 g, 17,20 mmoles) en THF anhidro (50 ml). La mezcla, después de agitar a -25°C durante 30 min., se dej6 calentar
a temperatura ambiente en 1 h. Se afadi6 a continuacion metanol (5 ml) y la mezcla de reaccién se agité durante cinco
min. mas. Se concentrd al vacio y se purifico el residuo por cromatografia gdiclorometano:acetona, 30:1 y 25:1) para
proporcionar 4 (7,21 g, 80%). TLC:Rs= 0,37 (hexano:acetato de etilo, 3:1). [a]o®*= -14,4 (c 0,61, cloroformo).

'H RMN (300 MHz, CDCls): 8 0,87 (t, J=6,5 Hz, 6 H, 2 CH3), 1,25 (br s, 32 H, 16 CHy), 1,46 (br s, 11 H, 3 CH3, CHy),
1,54 (m, 2 H, CHp), 2,21 (t, J=7,5 Hz, 2 H, CHy), 2,52 (dd, J=16,5, 7,0 Hz, 1 H, Asp-B-H), 2,84 (dd, J=16,5, 4,0 Hz, 1 H,
Asp- B’-H), 3,21 (m, 2 H, NCHy), 4,71 (m, 1 H, Asp-a-H), 6,63 (t, J=5,0 Hz, 1 H, NH), 6,84 (d, J=7,0 Hz, 1 H, NH). Anal.
calc. para Cz1HeoN20s5 (524,83): C, 70,94; H, 11,52; N, 5,34; Encontrado: C, 70,84; H, 11,87; N, 5,28.

Ejemplo 4 Preparacién del compuesto 5

El compuesto 4 (7,74 g, 14,77 mmoles) se disolvié en &cido trifluoroacético-agua (95:5, v/v, 180 ml) y la solucion se
agité a temperatura ambiente durante 4 h. Se elimind a continuacion el disolvente y se purificé el residuo por
cromatografia ultrarrapida (2 a 4% en metanol en diclorometano) para proporcionar 5 (6,71 g, 97%). TLC: Ri= 0,33 (5%
de metanol en cloroformo). [a]o?= -27.5 (c 0,24, cloroformo).

"H RMN (300 MHz, CDCls): & 0,88 (t, J=6,5 Hz, 6 H, 2 CHa), 1,26 (br s, 32 H, 16 CH2), 1,48 (m, 2 H, CHy), 1,62 (m, 2 H,
CHz), 1,24 (t, J=7,5 Hz, 2 H, CHz), 2,69 (dd, J=16,5, 7,0 Hz, 1 H, Asp-B-H), 2,89 (dd, J=16,5, 4,0 Hz, 1 H, Asp-p’-H), 3,21
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(m, 2 H, NCHy), 4,79 (m, 1 H, Asp-a-H), 6,95 (t, J=5,5 Hz, 1 H, NH), 7,05 (d, J=7,5 Hz, 1 H, NH). Anal. calc. Ca7Hs2N204
(468,72): C, 69,19; H, 11,18; N, 5,98. Encontrado: C, 69,14; H, 11,28; N, 5,95,

Ejemplo 5 Preparacién del compuesto 8

(1) Compuesto 6: se afadi6é cinc en polvo (19,6 g, 299 mmoles) a una mezcla de dodecanal (25,0 g, 136 mmoles),
bromoacetato de etilo (25,0 g, 150 mmoles) y 150 ml de THF en presencia de atmdsfera de nitrégeno. El matraz de
reaccion se sujetd a un bafo de ultrasonidos y se comenzé el tratamiento con ultrasonidos. Se afiadié lentamente yodo
(3,5 g, 27,2 mmoles) al matraz de reaccion. Después de 2 a 3 minutos de tratamiento con ultrasonidos se inici6 la
reaccion intensamente. A continuacion se interrumpid el tratamiento con ultrasonidos y el matraz de reaccién se retird
del bafio de ultrasonidos. Se filtrd el cinc y se lavdé con THF (10 ml) durante 6 a 7 veces. Los filtrados combinados se
concentraron al vacio. Resultd un liquido viscoso amarillo pdlido al que se afnadié6 hexano (200 ml) y se agit6 bien
durante 5 min. Precipitd un sélido blanco, que se filir6 y se lavo con hexano (3x15 ml). El filtrado combinado y los
lavados se concentraron a sequedad y el residuo se purificé por cromatografia en columna (10% de acetato de etilo en
hexano) para proporcionar el compuesto 6 puro (22,2 g, 60%). TLC: Ri= 0,25 (10% de acetato de etilo en hexano).

"H RMN (300 MHz, CDCls): 8 =0,88 (t, J=6,5 Hz, CHs), 1,26 (m, 16 H), 1,28 (t, J=6,5 Hz, 3 H, CHs), 1,40 - 1,50 (m, 4 H),
2,40 (dd, J=16,0, 7,0 Hz, 1 H), 2,50 (dd, J=16,0, 3,0 Hz, 1 H), 3,05 (s, 1 H, OH), 4,00 (m, 1 H, H-3), 4,17 (g, J=6,5 Hz, 2
H),

(2) Compuesto 7: Se disolvié éster 3-hidroxi-miristico 6 (122,0 g, 0,5 mmoles) en etanol (800 ml) y se afiadi6 KOH (33,6
g). Se calentd a reflujo la mezcla de reaccién durante 1 h. y a continuacion se anadié HCI 10% (1000 ml) después de
enfriar en un bafo con hielo. Precipité un sélido blanco que se filtr6 y se secé brevemente (192,0 g). Se recristalizd el
sélido con hexano (800 ml) a ebullicién para proporcionar un compuesto 7 (98,2 g, 90%) cristalino blanco. TLC: R=0,35
(5% de metanol en diclorometano).

'H RMN (300 MHz, DMSO-dg): & =0,88 (t, J=6,5 Hz, CHs), 1,25 (m, 20 H), 2,20 (dd, J=15,0, 7,5 Hz, 1 H), 2,28 (dd,
J=15,0, 5,5 Hz, 1 H), 3,80 (brs, 1 H), 4,55 (br s, 1 H).

(3) Sal de acido 3-hidroxi-miristico-deshidroabietil-amina: Se disolvié deshidroabietil-amina pura (purificada segun la
biliografia®'®, 131,0 g, 459,6 mmoles) en una mezcla de hexano (3,0 1) y éter dietilico (1,5 I). Se disolvié el compuesto 7
(110,0 g, 450,8 mmoles) en éter dietilico (3,0 I) y se anadié a la solucion de amina anterior con agitacion. La
cristalizacién comenzé inmediatamente después de la adicién. Se interrumpi6 la agitacion y la mezcla de reaccion se
dejo a temperatura ambiente durante 1 h. El sélido blanco se filtr6 y se lavé con una mezcla de hexano:éter dietilico
(1:1). El precipitado se disolvi6 en metanol (500 ml) (calentado para disolver) y a continuaciéon se anadié la mezcla
hexano:éter dietilico (1:1, 700 ml). La mezcla se mantuvo en un frigorifico (-99°C) durante la noche. Precipitdé un sélido
blanco que se recogi6 por filtracion. Se repitio la recristalizacién del sélido hasta que no subia mas el punto de fusiéon. El
rendimiento final de la sal (R) pura fue de 38 g, 40%. p.f. 131,5-132°C.

"H RMN (600 MHz, CDCls) &: 0,85 (t, J=6,5 Hz, 3 H, CHs), 1,00 (s, 3 H, CHs), 1,19 (d, J=6,5 Hz, 6 H, 2 CHs), 1,25 (s, 3
H, CHs), 1,25 - 1,70 (m), 2,10 (dd, J=15,0, 10,0 Hz, 1 H), 2,27 (m, 2 H), 2,63 (d, J=12,5 Hz, 1 H), 2,79 (m, 2 H), 2,87 (m,
2H), 3,81 (m, 1 H), 6,40 (br s, 3 H), 6,85 (d, J=1,5 Hz, 1 H), 6,95 (dd, J=8,0, 1,5 Hz, 1 H), 7,12 (d, J=8,0 Hz, 1 H).

Una sola serie de picos de doble doblete a 2,10 ppm es caracteristico de sélo un isémero presente. Para la sal formada
a partir del acido 3-hidroxi-miristico racémico, dos series de picos de doble doblete apareceran en esta posicion. La
RMN pueden utilizarse en la presente memoria para detectar la eficacia de la separacién.

(4) Compuesto 8: la sal de la deshidroabietil-amina y acido miristico (38,0 g) se tomaron en un matraz de fondo redondo
de 2 | y se afadieron carbonato sédico acuoso saturado (1000 ml) y éter dietilico (800 ml). Se agit6 intensamente la
mezcla durante 30 min. Se separaron la capa acuosa y la capa de éter y se recogi6 el sélido. Se lavo el sélido con agua
(300 ml), éter (3x100 ml) y se secéd brevemente. Se trat6 el sélido con 1 | de HCI al 2% (acuoso) y acetato de etilo (1,5 1),
hasta que se disolvi6 el sélido completamente. Se separ6 la capa acuosa y se extrajo con acetato de etilo (2x150 ml).
Se secé la capa organica con sulfato sodico anhidro y se concentr6 para proporcionar acido rico en R que se recristalizd
en acetato de etilo y hexano para proporcionar 8 (16,5 g) en ~95% e.e. [cx]D2°= -15,5 (c 1,0, CHCls).

Ejemplo 6 Preparacién del compuesto 9

Se disolvié el compuesto 8 (16,0 g, 65,6 mmoles) en acetato de etilo anhidro y bromoacetofenona (15,66 g,
78,7 mmoles) y trietilamina (7,95 g, 78,7 mmoles) se afadieron bajo atmésfera de No. La mezcla de reaccion se dejo
agitar durante la noche. Se precipité un soélido blanco que se filird y se lavd con acetato de etilo (3x10 ml). Los lavados
combinados vy el filtrado se evaporaron hasta obtener un sélido amarillo palido que se purifico para proporcionar 9 (22,0
g, 92%) como sélido cristalino blanco por cromatografia en gel de silice (acetato de etilo:hexano, 1:8). TLC:R= 0,42
(acetato de etilo:hexano, 1:3). [a]D2°= -5,7 (¢ 1,0, cloroformo).

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2370262 T3

'H RMN (300 MHz, CDCls): & =0,88 (t, J=6,5 Hz, 3 H, CHa), 1,30 (br s, 16 H), 1,40 - 1,60 (m, 4 H), 2 5 (dd, J=15,0, 9,0
Hz, 1 H), 2,70 (dd, J=15,0, 3,0 Hz, 1 H), 3,45 (d, J=3,5 Hz, 1 H), 4,18 (m, 1 H, H-3), 5,37 (d, J=16,0 Hz, 1 H), 5,49 (d,
J=16,0 Hz, 1 H), 7,50 (m, 2 H), 7,64 (m, 1 H), 7,92 (m, 2 H).

Ejemplo 7 Preparacién del compuesto 10

El compuesto 9 (500 mg, 1,381 mmoles) se disolvi6 en piridina (5 ml) y a esta solucion se anadié 4-dimetilaminopiridina
(DMAP, 8,46 mg, 0,068 mmoles). La mezcla resultante se enfrié a continuaciéon en un bafo con hielo durante 5 minutos
antes de afnadir gota a gota cloruro de lauroilo (383 pl 1,657 mmoles). Cuando acab6 la adicién de cloruro de lauroilo,
toda la mezcla se dej6 en agitacién a temperatura ambiente durante la noche. La TLC de la mezcla de reaccion a la
mafana siguiente mostraba la presencia del lipido de partida 9. La reaccion se enfrié a continuacién hasta 0°C y a esta
temperatura se traté con algo mas de cloruro de lauroilo (160 pl). Posteriormente, se retiré la mezcla de reaccién del
bafno y se dej6 reaccionar durante 3 horas mas a temperatura ambiente. Para interrumpir la reaccién, se afadié metanol
(1 ml) y 10 minutos después la mezcla de reaccion se concentré a sequedad en el evaporador. El residuo se aplicé a
continuacién sobre gel de silice para purificacion cromatografica (acetato de etilochexano, 1:9) para proporcionar el
compuesto 10 (524 mg, 70%). El rendimiento de la reaccién podria ser mayor si la fraccion impura (320 mg) se
purificase de nuevo. TLC: Ri= 0,34 (acetato de etilo:hexano, 1:9). [a]o>’= +1,0 (c 1,0, cloroformo).

"H RMN (300 MHz, CDClg): & =0,88 (, J=6,5 Hz, 6 H, 2 CHs), 1,30 (m, 3 H), 1,65 (m, 4 H), 2,30 (t, J=6,5 Hz, 2 H), 2,72
(dd, J=15,5, 5,5 Hz, 1 H), 2,78 (dd, J=15,5, 7,5 Hz, 1 H), 5,30 (m, 1 H, H-3), 5,35 (s, 2 H), 7,47 (m, 2 H), 7,63 (m, 1 H),
7,90 (m, 2 H).

Ejemplo 8 Preparacién del compuesto 11

Se disolvié el compuesto 9 (16,0 g, 44,2 mmoles) en piridina (150 ml) y se afadi6 DMAP (270 mg, 2,2 mmoles). Se
anadi6é gota a gota cloruro de tetradecanoilo (13,1 g, 53,0 mmoles) manteniendo la mezcla de reaccion en un bafo de
agua fria. La mezcla de reaccion se agité durante 3 h a temperatura ambiente. Cuando la TLC indicaba la terminacion
de la reaccion, se afadié metanol (20 ml) para enfriar la reacciéon y se dejé agitar durante 30 min. Se eliminaron los
disolventes a sequedad y el residuo se disolvié en 800 ml de acetato de etilo y se lavé con agua con hielo (2x100 ml). La
capa acuosa se volvié a extraer con acetato de etilo (3x100 ml). La capa organica combinada se sec6 sobre sulfato
sodico anhidro y el disolvente se retird al vacio. El residuo incoloro obtenido se purificd sobre una cromatografia en gel
de silice (acetato de etllo hexano 1:10) para proporcionar el compuesto 11 puro (23,0 g, 92%). TLC: Ri= 0,54 (acetato
de etilo:hexano, 5:1). [a]o*’= +0,95 (c 2,0, cloroformo).

31,

"H RMN (300 MHz, CDCls):  =0,88 (t, J=6,5 Hz, 6 H, 2 CHa), 1,26 (br s, 38 H), 1,65 (m, 4 H), 2,31 (t, J=
3 2 H), 7,35 (m, 2

(dd, J=16,0, 5,5 Hz, 1 H), 2,79 (dd, J=16,0, 7,5 Hz, 1 H), 5,32 (m, 1 H, H-3), 5,34 (s,
7,90 (m, 2 H).

=6,5H, 2 H), 2,72
), 7,61 (m, 1 H),

Ejemplo 9 Preparacién del compuesto 12

El compuesto 12 se sintetizd siguiendo exactamente el mismo procedimiento descrito para la preparacion del
compuesto 10 excepto que el cloruro de lauroilo se sustituyé por cloruro de palmitoilo. Cuando terminé la reaccién entre
el compuesto 9 (500 mg, 1,381 mmoles) y el cloruro de palmitoilo (628,5 pl), el residuo de la eliminacion del disolvente
de redisolvi6 en acetato de etilo y se lavd con agua. Se secd la capa organica sobre NapSO4y se concentré. El producto
deseado, compuesto 12, se obtuvo como sélido incoloro (463,4 mg, 56%) procedente de la purificacion en columna de
gel de silice utilizando acetato de etilo- hexano (1:9) para elucién. El producto adicional deseado (563,6 mg) se obtuvo
en forma ligeramente impura. TLC: Ry [q]D =+2,0 (c 1,0, cloroformo).

'H RMN (300 MHz, CDCls): 5 =0,88 (t, J=6,5 Hz, 6 H, 2 CHa), 1,30 (br s, 42 H), 1,65 (m, 4 H), 2,31 (t, J=6,5 Hz, 2 H), 2
72 (dd, J=15,0, 5,5 Hz, 1 H), 2,78 (dd, J=15,0, 7,5 Hz, 1 H), 5,30 (m, 1 H, H-3), 5,35 (s, 2 H), 7,48 (m, 2 H), 7,61 (m, 1
H), 7,90 (m, 2 H).

Ejemplo 10 Preparacion del compuesto 13

El compuesto 10 (510 mg) se disolvié en acido acético al 80% en acetato de etilo (18 ml) y se afiadié Zn en polvo
(1,0 g). Toda la mezcla se dejé en buena agitacién durante la noche. A la mafiana siguiente se traté la reaccion con mas
polvo de Zn (400 mg) y se agitdé durante 5 horas mas. Se filtré a continuacion el sélido y se lavé con abundante cantidad
de acetato de etilo. Se concentrd a sequedad el filtrado. El resto se purificé en columna de silice ultrarrapida (acetato de
etilochexano:acido acético, 1:10:1%) para proporcionar el compuesto 13 (327 mg, 82%) en enfriamiento a 0°C. TLC: Ri=
0,22 (acetato de etilo:hexano, 1:9). [a]o™= -1,2 (c 1,0, cloroformo).

"H RMN (300 MHz, CDCl; - CD3OD): & =0,88 (t, J=6,5 Hz, 6 H, 2 CHs), 1,30 (br s, 34 H), 1,62 (m, 4 H), 2,30 (t, J=6,5 Hz,
H), 2,52 (dd, J=15,5, 5,5 Hz, 1 H), 2,60 (dd, J=15,5, 7,5 Hz, 1 H), 5,22 (m, 1 H, H-3).
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Ejemplo 11 Preparacién del compuesto 14

La mezcla del compuesto 11 (23,0 g), polvo de cinc (50 g) y acido acético glacial (350 ml) se agitd a temperatura
ambiente durante 2 h. Se filtr6 polvo de cinc y se lavé con acetato de etilo (100 ml). Los filtrados combinados se
concentraron a presién reducida y se evaporaron junto con tolueno dos veces. El residuo como liquido viscoso incoloro
se purificéd por cromatografia en gel de silice (2% de metanol en diclorometano). El compuesto 14 puro (16,5 g, 90%) se
obtuvo como un sélido blanco tras la evaporacion del disolvente. TLC: Ri=0,40 (acetato de etilo: hexano, 1: 3). [a]p*’=
-1,25 (c 2,0, CHClIs).

'H RMN (300 MHz, CDCls): & =0,88 (t, J=6,5 Hz, 6 H, 2 CHs), 1,30 (br s, 38 H), 1,40 - 1,55 (m, 4 H), 2,47 (dd, J=16,5,
9,0 Hz, 1 H), 2,58 (dd, J=16,5, 3,0 Hz, 1 H), 4,05 (m, 1 H, H-3).

Ejemplo 12 Preparacion del compuesto 15

El compuesto 12 (429,9 mg, 0,716 mmoles) se disolvié en acetato de etilo (4,4 ml) y se afadié acido acético (17,6 ml).
Después se hizo una adicion de Zn en polvo (2,1 g), la mezcla se agité a temperatura ambiente durante la noche, a
continuacioén se elimind el Zn por filtracion y se lavo con abundante cantidad de acetato de etilo. El filtrado se concentrd
y purificé en columna de gel de silice ultrarrdpida (acetato de etilo: hexano: acido acético, 1: 10: 1%) para proporcionar
el compuesto 15 (245 mg, 72%). TLC: R=0,25 (acetato de etilo: hexano, 1: 10). [a]o*’= -1,3 (c 1,0, cloroformo).

"H RMN (300 MHz, CDClg): & =0,88 (t, J=6,5 Hz, 6 H, 2 CHa), 1,23 (br s, 42 H), 1,62 (m, 4 H), 2,28 (t, J=6,5 Hz, 2 H),
2,56 (dd, J=16,0, 5,5 Hz, 1 H), 2,64 (dd, J=16,0, 7,5 Hz, 1 H), 5,20 (m, 1 H, H-3).

Ejemplo 13 Preparacién del compuesto 16

El compuesto 9 (5,0 g, 13,8 mmoles), tricloroacetamidato de bencilo (7,0 g, 27,6 mmoles), polvo de tamiz molecular
(4 A 3,0 g), diclorometano anhidro (100 ml) y hexano anhidro (100 ml) se colocaron en un matraz de 250 ml de fondo
redondo y se agitaron durante 30 min bajo atmosfera de Na. Se enfrié a 0°C y se afadio acido trifluorometil-sulfénico
(0,414 g, 2,8 mmoles) y se agité durante 5 h a 0°C. Cuando no presenté ninguna mejora mas en la formacion del
producto en la TLC, la reaccion se enfrié con trietil-amina (2 ml). La mezcla de reaccién se filtré a través de un pequefio
lecho de celite, se lavo intensamente con diclorometano y el filirado combinado y los lavados se concentraron. Se
purificé el residuo incoloro obtenido en una columna de silice (acetato de etilo: hexano, 1 10) para obtener 16 puro
(6,0 g, 96%) como solido blanco brillante. TLC: Ri=0,36 (hexano: acetato de etilo, 6: 1). [a]p*’= -7,4 (c 2,0, cloroformo).

'H RMN (300 MHz, CDCls): 8 =0,88 (t, J=6,5 Hz, 3 H, CHs), 1,25 (br s, 18 H), 1,62 (m, 2 H), 2,66 (dd, J=15,0, 5,5 Hz, 1
H), 2,80 (dd, J=15,0, 7,5 Hz, 1 H), 3,95 (m, 1 H), ,54 (d, J=11,5 Hz, 1 H), 4,60 (d, J=11,5 Hz, 1 H), 5,27 (d, J=15,5 Hz, 1
H), 5,35 (d, J=15,5 Hz, 1 H), 7,32 (m, 5 H, Ar-H), 7,47 (m, 2 H), 7,60 (m, 1 H), 7,90 (m, 2 H).

Ejemplo 14 Preparacion del compuesto 17

Siguiendo el mismo procedimiento descrito para la preparacion del compuesto 14, se prepar6 el compuesto 17 a partir
del compuesto 16 (6,0 g) en presencia de polvo de cinc (10,0 g) y &cido acético glacial (100 ml). La reaccion se
completé en 30 min. Después de la preparacién, se purificé el residuo incoloro en una columna de silice acetato de
etilo:hexano:acido acético 2: 8: 1%) como sistema disolvente. La evaporacion del dlsolvente proporcioné 17 como un
sélido blanco con 65% de rendimiento. TLC: R=0,45 (hexano: acetato de etilo, 4: 1). [a]o*’= -5,4 (c 2,0, cloroformo).

"H RMN (300 MHz, CDCls): 5 =0,88 (t, J=6,5 Hz, 3 H, CHs), 1,26 (br s, 18 H), 1,60 (m, 2 H), 2,55 (dd, J=15,5, 5,5 Hz, 1
H), 2,64 (dd, J=15,5, 6,5 Hz, 1 H), 3,87 (m, 1 H), 4,58 (s, 2 H), 7,30 (m, 5 H, Ar-H).

Ejemplo 15 Preparacién del compuesto 19

(1) Compuesto 18: Una mezcla de alcohol dodecilico (810,0 mg, 4,348 mmoles), piridina (394 ul) y CH2>Cl> (0,5 ml) se
afadié lentamente a una solucién enfriada de anhidrido del acido trifluorometil-sulfonico (anhidrido triflico, 1,433 ml en
8,0 ml de CHxCl») a 0°C durante un periodo de 15 minutos. La mezcla resultante se agité a continuaciéon a la misma
temperatura durante 20 minutos en cuyo periodo la reaccién parecia como suspensién ligeramente naranja y su TLC
indicaba la ausencia de alcohol dodecilico. Se afadié hexano (20 ml) enfriado. Se eliminé a continuacién el solido
filtrando a través de un lecho de sulfato sodico y se lavé con algo mas de hexano. La eliminacion del disolvente
proporcioné producto triflato en bruto como liquido transparente. Después de secar mas a alto vacio la cantidad de
triflato 18 en bruto fue de 1,433 g. TLC: R=0,77 (hexano: acetato de etilo, 10: 1).

(2) Compuesto 19: El lipido 9 (1,05 g; 2,989 mmoles) y Na>SO4 (7,0 g) en 1,2-dicloroetano anhidro (25 ml) se agitaron
durante 5 minutos antes de afadir la solucién de triflato 18 en bruto (1,433 g en 2 ml de 1,2-dicloroetano anhidro). La
suspension resultante se agité a temperatura ambiente durante el fin de semana. Se calenté a continuacién a 80°C
durante 2 horas. Todavia permanecia algun lipido 9 en la mezcla de reaccién, pero la reaccion terminé. Se filtré el sélido
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a través de un lecho de NaxSO4 y se lavd con CH2Cl> (150 ml). Los filirados combinados se lavaron con NaHCO3
saturado (20 ml), agua (50 ml) y se secaron sobre Na SO.. Los restos de la eliminacion del disolvente se purificaron en
columna de gel de silice ultrarrapida (CH2Clz: hexano, 1: 1) para proporcionar 19 ligeramente impuro que se volvié a
purificar en una segunda columna %CH2C|2Z hexano, 4: 1) para proporcionar 19 puro (1,05 g, 69%). TLC: R:=0,29
(hexano: acetato de etilo, 10: 1). [or]D2 =-3,8 (c 1,0, cloroformo).

"H RMN (300 MHz, CDCla): & =0,88 (t, J=6,5 Hz, 6 H, 2 CHs), 1,26 (br s, 36 H), 1,55 (m, 4 H), 2,60 (dd, J=15,5, 5,5 Hz, 1
H), 2,74 (dd, J=15,5, 7,56 Hz, 1 H), 3,46 (m, 2 H), 3,76 (m, 1 H), 5,30 (d, J=16,5 Hz, 1 H), 5,39 (d, J=16,5 Hz, 1 H), 7,49
(m, 1 H),7,61(m,1H),7,91(m,2H).

Ejemplo 16 Preparacion del compuesto 20

Utilizando el mismo procedimiento descrito para la sintesis del compuesto 14, se prepar6 el compuesto 20 a partir de la
reaccion del compuesto 19 (1,02 g; 1,922 mmoles) con polvo de cinc (1,12 g) en acido acético (12,0 ml). Después de
agitar a temperatura ambiente durante la noche, se eliminé el Zn y se evaporaron a sequedad los filtrados combinados.
El residuo se aplicd sobre columna de gel de silice ultrarrapida para purificacién, inicialmente con CHxCl>: hexano (8: 1)
para eliminar todas las impurezas con alto valor de Rsy después acetato de etilo: hexano (1: 5) para eluir el producto 20
deseado con 88% de rendimiento (741,5 mg). TLC: R=0,20 (diclorometano: hexano, 8: 1). [a]p™= -4,8 (¢ 1,0,
cloroformo).

"H RMN (300 MHz, CDCls): & =0,88 (t, J=6,5 Hz, 6 H, 2 CHs), 1,27 (br s, 36 H), 1,56 (m, 4 H), 2,54 (d, J=6,0 Hz, 2 H),
3,50 (m, 2 H), 3,69 (m, 1 H).

Ejemplo 17 Preparacién del compuesto 21

Se disolvio (-)-DIP-CI (9,6 g, 30 mmoles) en éter dietilico anhidro (35 ml, destilado sobre Na/benzofenona) en atmdsfera
de nitr6geno. La mezcla se enfrié a -40°C (nieve carbdnica / acetona). Se afadié bromuro de alil-magnesio (Aldrich,
solucién 1,0 M en éter dietilico se considerd como solucion 0,9 M y por lo tanto 27,7 ml, 25 mmoles) lentamente a la
solucién enfriada anteriormente. La mezcla de reaccion se dej6 calentar a temperatura ambiente y se continu6 agitando
durante 30 min. (total agitado 1,0 h). Mientras tanto se disolvia dodecanal (4,41 ml, 3,68 g, 20 mmoles) en éter dietilico
anhidro y se enfriaba a 0°C utilizando un bafo con hielo.

La mezcla de reaccion anterior que se agité a temperatura ambiente durante 30 min. se enfri a -78°C y la solucién de
dodecanal enfriada se afadié lentamente en 15 min. y se continud la agitacion a -78°C durante 1,0 h. cuando la TLC
(acetato de etilo: hexano, 1: 15) mostraba casi la terminaciéon de la reaccion, se retiré el bano frio y la mezcla de
reaccion se dejoé agitar durante 5 a 10 min. La solucién acuosa saturada de acetato sodico (5,0 ml) y peréxido de
hidrégeno (50%, 5,0 ml) se afiadieron lenta y minuciosamente y se agitd durante 5 min. La adicion de la solucion de
acetato sodico y peroxido de hidrogeno se repitié a intervalos de 5 min., se afiadieron en total 20 ml de acetato sodico y
15 ml de perdxido de hidrégeno. Durante la adicion de estos reactivos, la mezcla de reaccion se calentd méas y debi6
tenerse cuidado que la temperatura no aumentase demasiado (si es necesario utilizar un bafio para enfriar). La mezcla
resultante se extrajo con éter dietilico (3 x 20 ml). Los extractos etéreos combinados se lavaron con agua y salmuera (1
x 25 ml) se secaron sobre sulfato sodico anhidro anhidro (60 g) y se concentraron para obtener un compuesto aceitoso
incoloro. La purificacion por cromatografia en columna de gel de silice utilizando 10% de hexano en acetato de etilo
proporciond 21 puro como aceite viscoso incoloro con 60% de rendimiento. TLC: R=0,26 (hexano: acetato de etilo, 15:
1). [a]o®= +4,9 (c 0,57, cloroformo).

"H RMN (300 MHz, CDClg): 5 =0,88 (t, J=6,5 Hz, 3 H, CHa), 1,28 (br s, 18 H), 1,46 (m, 2 H), 2,09 -2,18 (m, 1 H), 2,30 (m,
1 H), 3,63 (m, 1 H, OH), 5,13 (m, 2 H), 5,83 (m, 1 H).

Ejemplo 18 Preparacién del compuesto 22

El compuesto 20 (250 mg, 0,61 mmoles) y el 21 (272 mg, 1,21 mmoles) se disolvieron en diclorometano anhidro (5 ml),
Se anadieron DCC (377 mg, 1,83 mmoles) y DMAP (15,0 mg, 0,12 mmoles) y la mezcla se agitd6 a temperatura
ambiente durante 24 h. Se enfrié la reaccién afadiendo agua (0,3 ml) y metanol (5 ml) y se agité la mezcla durante
10 min. La solucién se concentré a sequedad al vacio por destilacion junto con cloroformo (10 ml) dos veces y el residuo
se traté con hexano (10 ml). Se filtr6 el sélido y se concentrd el filtrado al vacio. El residuo se purifico por cromatografia
en gel de silice ultrarrapida (hexano: acetato de etilo, 30: 1) para proporcionar 22 (302 mg, 81%). TLC: R:=0,3 (hexano:
acetato de etilo, 3: 1). [a]o*’= +8,2 (c 1,0, cloroformo).

'H RMN (300 MHz, CDCls): & =0,89 (t, J=6,5 Hz, 9 H, 3 CHs), 1,26 (br s, 54 H), 1,52 (m, 6 H), 2,31 (m, 2 H), 2,36 (dd,

(
J=155, 6,5 Hz, 1 H), 3,43 (m, 2 H), 3,68 (m, 1 H), 4,93 (m, 1H), 5,07 (m, 2 H), 5,75 (m, 1 H). ES-MS calc. para
C41HgoOs: 620,6; Encontrado: 621,9 (M+H+).
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Ejemplo 19 Preparacién del compuesto 23

El compuesto 22 (280 mg, 0,45 mmoles) se disolvié en hexano (10 ml) y acido acético (2 ml) y se afnadié Aliquat (3
gotas). Se enfrid la mezcla a 0°C y se afiadié solucién de permanganato potasico (980 mg em 15 ml de agua). La
mezcla de reaccion se agitd6 a 0°C durante 6 h. Cuando terminé la reaccion, se afiadieron sulfito sédico (2,5 g) y
solucién de cloruro de hidrégeno (6 N, 5 ml). El sélido marrén oscuro desaparecié y la mezcla se volvio solucidon
transparente. Se extrajo la mezcla con hexano (30 ml x 3) y con diclorometano (30 ml x 3). Tanto los extractos de
hexano como los de diclorometano contenian producto y se lavaron, por separado, con soluciéon saturada de cloruro
sédico (20 ml), se secaron con sulfato sédico y se concentraron al vacio. El residuo combinado se purificd por
cromatografia en gel de silice ultrarrapida (acetato de etilo: hexano, 1: 3) para proporcionar 23 (176 mg, 61%). TLC:
Ri=0,30 (hexano: acetato de etilo, 1: 3). [a]o"’= -2,4 (c 05, cloroformo).

'H RMN (300 MHz, CDCls): & =0,89 (t, J=6,5 Hz, 9 H, 3 CHa), 1,27 (br s, 54 H), 1,48 - 1,65 (m, 6 H), 2,38 (dd
6,0 Hz, 1 H), 2,53 (dd, J=15,0, 7,0 Hz, 1 H), 2,57 (dd, J=15,5, 5,5 Hz, 1 H), 2,66 (dd, J=15,5, 7,0 Hz, 1 H), 3
3,67 (m, 1 H), 5,22 (m, 1 H). ES-MS calc. para C4oH7s0s: 638,6; Encontrado: 639,3 (M+H-+).

Ejemplo 20 Preparacién del compuesto 26

(1) Hidrocloruro de D-glucosamina (195 g, 0,88 mmoles) y bicarbonato sddico (152 g, 1,89 mmoles) se disolvieron en
agua (2 I) en un recipiente de plastico con agitacion mecanica. A esta mezcla se anadié lentamente en 35 min. cloruro
de tricloroetoxi-carbonilo (180 g, 0,85 mmoles). Tras el fin de la adicién, se continué la adicién durante 1,5 h. La mezcla
de reaccién se acidificé a continuacién con solucién al 10% de Hcl (300 ml). Se filtr6 el solido y se lavd con agua
(800 ml) y éter dietilico (500 ml), se secd a 50°C al vacio para proporcionar la D-glucosamina protegida por N-Troc (275
g, 91%) que se utilizé directamente para la siguiente etapa de la reaccion.

(2) Compuesto 24: Se barboted acido clorhidrico (g) en alcohol bencilico (30 ml, 282 mmoles) durante 12 min. a 0°C
para proporcionar aproximadamente 1,45 g de HCI. Este alcohol bencilico y la solucién acida se anadieron a
continuacion a un matraz de fondo redondo que contenia D-glucosamina protegida por N-Troc (10,0 g, 28,2 mmoles). La
mezcla como suspensién se calenté a 100°C durante 15 min. y durante el calentamiento, la suspensiéon gradualmente
se convirtid en una solucién transparente. Tras el enfriamiento de la reaccion a temperatura ambiente durante 30 min.
se tratd con hexano (200 ml) y se agité intensamente. Se descartd la capa organica superior y se conservo el sélido
lechoso en el fondo del matraz. Se repiti6 dos veces este tratamiento en el sélido lechoso con diferentes disolventes
[(acetato de etilo: hexano (1: 4, 50 ml) y acetato de etilo (50 ml)]. El tratamiento adicional del sélido lechoso con hexano
(200 ml) proporciond 24 (8,72 g, 70%) como producto en bruto que estaba exento de alcohol bencilico y se utilizé en la
etapa siguiente de la reaccion.

(3) Compuesto 26: EI compuesto 24 (3,14 g, 7,06 mmoles) se puso en suspension en acetonitrilo anhidro (50 ml). Se
anadieron dimetilacetal benzaldehido (3,21 ml, 21,38 mmoles) y &cido p-toluensulfénico (50 mg, 0,26 mmoles). La
mezcla se agit6é a temperatura ambiente durante 4 h, y se afiadi6 trietilamina (1 ml) para enfriar la reaccion. Se eliminé a
continuacion el disolvente y y se purificé el residuo por recristalizacion en acetato de etilo y hexano para proporcionar 26
(3,63 g, 96%).

"H RMN (300 MHz, CDCls): & =2,52 (s, 1 H, OH), 3,59 (m, 1 H), 3,77 (dd, J=10,0, 10,0 Hz, 1 H), 3,85 - 4,00 (m, 3 H),
4,25 (dd, J=11,0, 5,5 Hz, 1 H), 4,55 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,60 - 4,84 (m, 3 H), 4,99 (d, J=3,5 Hz, 1 H, H-1), 5,30 (d,
J=10,0 Hz, 1 H, NH), 5,57 (s, 1 H), 7,25-7,50 (m, 10 H, Ar-H).

Ejemplo 21 Preparacion del compuesto 27

Una mezcla de 24 en bruto (1,35 g, 3,04 mmoles) y CaSO4 anhidro (0,6 g) en CHxCl» (16 ml) se agité6 a temperatura
ambiente durante 5 minutos. A esta suspension, se anadié 2,2-dimetoxi-propano (1,2 ml, 9,12 mmoles) y seguido de
una adicion de acido p-toluensulféonico monohidratado (62 mg, 0,30 mmoles). La mezcla resultante se dej6 reaccionar a
continuacién durante 1,5 horas. La mezcla de reaccién se neutralizdé a continuacién con NaHCO;3 sélido y se filtro el
sélido a continuacién y se lavdé con CHxCl.. El residuo procedente de la eliminacién del disolvente y del reactivo se
purificé en una columna de gel de silice ultrarrapida (acetato de etilo: hexano, 1: 2) para proporcionar el compuesto 27
como espuma incolora (1,19 g, 81%). TLC: R=0,67 (hexano: acetato de etilo, 3: 2). [a]p*’= +104,2 (c 1,0, cloroformo).

"H RMN (300 MHz, CDCls): & =1,45 (s, 3 H, CHg), 1,55 (s, 3 H, CHa), 3,59 - 3,88 (m, 5 H), 3,93 (ddd, J=9,5, 9,5, 3,5 Hz,
1 H, H-2), 4,49 (d, J=11,5 Hz, 1 H), 4,65 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,72 (d, J=11,5 Hz, 1 H), 4,80 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,93 (d,
J=3,5Hz, 1 H, H-1), 5,32 (d, J=9,5 Hz, 1 H, NH), 7,20 (m, 5 H, Ar-H).

Ejemplo 22 Preparacion del compuesto 28

(1) Compuesto 25: Se barboted acido clorhidrico (g) en alcohol alilico (190 ml) a 0°C durante 30 min. para proporcionar
aproximadamente 9,5 g de HCI. Este alcohol alilico y la solucién de HCI se transfirieron a un matraz de fondo redondo
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que contenia D-glucosamina protegida por N-Troc (véase el ejemplo 20 / (1), 69 g; 194,58 mmoles). Toda la mezcla
aparecia como suspension y se convirtié en una solucién transparente después de 5 minutos de inmersién en un bario a
104°C. Se continué el calentamiento durante 35 minutos a la misma temperatura. Después de retirar la mezcla de
reaccion del bafo y dejarle enfriar a temperatura ambiente, se elimind a continuacion el alcohol alilico por el evaporador.
Se llevo a cabo ademas la evaporacion conjunta con tolueno para eliminar cualquier humedad para proporcionar 25 en
bruto en forma de copos parduzcos, que se utilizé directamente en la siguiente etapa de reaccién. TLC: R=0,64 (10%
de metanol en diclorometano).

(2) Compuesto 28: El compuesto 25 en bruto anterior se disolvié a continuacién en CH3CN (600 ml) y se trat6 con
benzaldehido acetato de dimetilo (87 ml) y acido p-toluensulfénico monohidratado (490 mg, 2,40 mmoles) a temperatura
ambiente durante 6,5 horas. La mezcla de reaccion se traté a continuacion con NaHCOj3 sélido (12 g) para ontener pH
alcalino. Se filtr6 el solido y se lavd con acetona y los filtrados combinados se concentraron a sequedad. El producto 28
deseado, como sdlido incoloro (45,74 g, 49%), se obtuvo a partir de recristalizacion en etanol (275 ml). TLC: R=0,22
(hexano: acetato de etilo, 3: 1). [a]D2°_ +69,3 (c 1,0, cloroformo).

"H RMN (300 MHz, CDCls): & =2,50 (br s, 1 H, OH), 3,56 (dd, J=9,5, 9,5 Hz, 1 H) 3,75 (dd, J=10,0, 10,0 Hz, 1 H), 3,82 -
4,04 (m, 4 H), 4,18 - 4,30 (m, 2 H), 4,68 (d, J=11,5 Hz, 1 H), 4,82 (d, J=11,5 Hz, H) 4,92 (d, J=3,5 Hz, 1 H, H-1), 5,25
(d, J=10,0 Hz, 1 H, NH), 5,28 - 5,35 (m, 2 H), 5,55 (s, | H), 5,89 (m, 1 H), 7,38 (m, 3 H), 7,50 (m, 2 H).

Ejemplo 23 Preparacion del compuesto 29

Acido tetradecanoico (1,29 g, 5,55 mmoles) y 26 (2,00 g, 3,76 mmoles) se disolvieron en diclorometano anhidro (50 ml)
bajo nitrogeno. A la solucién se afadieron diciclohexilcarbodiimida (DCC, 1,17 g, 5,66 mmoles) y 4-dimetilaminopiridina
(DMAP, 0,23 g, 1,89 mmoles). La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 2 h y el sélido se filtré y se lavd con
diclorometano (4 ml). El filtrado se concentr6 al vacio y el residuo se purificé por cromatografia en gel de S|I|ce (hexano:
acetato de etilo, 6: 1) para proporcionar 29 (2,53 g, 91%). TLC: Ri=0,40 (hexano: acetato de etilo, 6: 1). [a]p™’= +44,7 (c
0,57, cloroformo).

"H RMN (300 MHz, CDCls): 6089(,J 6,5 Hz, 3 H, CHa), 1,25 (m, 20 H), 1,57 (m, 2 H, CH,), 2,30 (m, 2 H, CHy), 3,72
(dd, J=10,0, 10,0 Hz, 1 H, H-4), 3,79 (dd, J=10,0, 10,0 Hz, 1 H, H-6), 3,97 (ddd, J=10,0, 10,0, 5,5 Hz, 1 H, H-5), 4,05
(ddd, J=10,0, 10,0, 3,5 Hz, 1 H, H-2), 4,21 (dd, J=10,0, 5,5 Hz, 1 H, H-6"), 4,54 (d, J=11,5 Hz, 1 H, CHHPh), 4,66, 471
(2d, J=12,0 Hz, cada 1 H, ClsCCH:0), 4,76 (d, J=11,5 Hz, 1 H, CHHPh), 4,97 (d, J=3,5 Hz, 1 H, H-1), 5,35 (d, J=10,0
Hz, 1 H, NH), 5,41 (dd, J=10,0, 10,0 Hz, 1 H, H-3), 5,53 (s, 1 H, CHPh), 7,30 - 7,45 (m, 10 H, Ar-H). Anal. calc. para
Ca7HsoClsNOs (743,16): C, 59,80; H, 6,78; N, 1,88. Encontrado: C, 60,03; H, 6,63; N, 1,97.

Ejemplo 24 Preparacion del compuesto 30

El compuesto 29 (2,49 g, 3,35 mmoles) se convirtié en 30 mediante cinc activado (6,56 g, 100,9 mmoles) y acido acético
al 80% en acetato de etilo (150 ml) tal como se describi6 para la preparaciéon de 13. La reaccién se completé en 6 horas
y se obtuvo un residuo de preparacion habitual. Se liofilizé a continuacién en dioxano para proporcionar el compuesto de
la amina libre (1,83 g, 96%). TLC: Ri= 0,41 (5% de metanol en diclorometano).

El compuesto amino anterior (900 mg, 1,59 mmoles) se redisolvié en CH>Cl>-DMF anhidro (4:1, 100 ml). A esta solucion
de amina y bajo atmdsfera de nitrogeno, se anadieron el compuesto 5 (1,15 g, 2,46 mmoles) y DCC (528 mg, 2,46
mmoles). Se agité la mezcla de reaccion a temperatura ambiente durante 48 h. La eliminacién del disolvente
proporcioné el residuo que se purificé por cromatografia ultrarrapida repetida (inicialmente con 3 al 5% de acetona en
cloroformo y posteriormente con 8 al 10% de acetonltrllo en diclorometano) para proporcionar 30 (1,08 g, 62%). TLC:Rs=
0,42 (5% de metanol en diclorometano). [cx]D =+31,0 (c 0,29, cloroformo).

"H RMN (300 MHz, CDCl3): 3 0,86 (t, J=6,5 Hz, 9 H, 3 CHa), 1,23 (m, 52 H, 26 CHy), 1,45 - 1,65 (m, 6 H, 3 CHy), 2,18 -
2,35 (m, 5 H, 2 CHa, Asp-B-H), 2,70 (dd, J=15,0, 3,5 Hz, 1 H, Asp-B’-H), 3,16 (m, 2 H, NCH), 3,68 (dd, J=10,0, 10,0 Hz,
1 H, H-4), 3,75 (dd, J=10,0, 10,0 Hz, 1 H, H-6), 3,93 (ddd, J=10,0, 10,0, 3,5 Hz, 1 H, H-5), 4,20 (dd, J=10,0, 3,5 Hz, 1 H,
H-6’), 4,30 (ddd, J=10,0, 10,0, 3,5 Hz, 1 H, H-2), 4,58, 4,70 (2 d, J=11,0 Hz, cada 1 H, CH2Ph), 4,60 (m, 1 H, Asp-a-H),
4,97 (d, J=3,5 Hz, 1 H, H-1), 5,32 (dd, J=10,0, 10,0 Hz, 1 H, H-3), 5,50 (s, 1 H, CHPh), 6,13 (d, J=10,0 Hz, 1 H, NH),
6,97 (t, J=5,0 Hz, 1 H, NH), 7,25 - 7,44 (m, 11 H, NH, Ar-H), ES-MS calculado para Ces1Hg9N3Oqe: 1017,7; Encontrado:
1019,3 (M+H).

Ejemplo 25 Preparacién del compuesto 31

A una solucién de 30 (150 mg, 0,15 mmoles) en THF-CHCI; anhidro (6: 1, 24 ml), tamices moleculares (4 A, 0,5 g) se
anadieron y la mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 20 minutos. Se afiadié cianoborohidruro sédico (188 mg,
3,00 mmoles) y la mezcla se enfri6 a 0°C cuando se afadié gota a gota lentamente HCI (g)/Et-O hasta que no se
produjo nada de gas. Se afiadié mas cianoborohidruro sédico (400 mg), seguido de adicién lenta de HCI (g)/Et-O hasta
que no se formé nada de gas. La mezcla se vertié en solucién saturada de bicarbonato sodico (50 ml) y se extrajo con
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acetato de etilo (100 ml x 3). Se lavé la capa orgéanica con solucion saturada de cloruro sédico (15 ml), secado sobre
sulfato sodico concentrado. El residuo se purificé pro cromatografia ultrarrapida (1 a 2% de metanol en diclorometano)
para proporcionar 31 (130 mg, 86%). TLC:Ri= 0,46 (diclorometano:metanol, 95: 3, desarrollada dos veces). [a]D22=
+30,7 (c 0,46, cloroformo).

'H RMN (300 MHz, CDCls): 8 0,89 (t, J=6,5 Hz, 9 H, 3 CH3), 1,25 (br, s, 52 H, 26 CHy), 1,45 (m, 2 H, CHy), 1,60 (m, 4 H,
2 CHy), 2,21 (m, 2 H, CHy), 2,30 (m, 2 H, CHy), 2,35 (dd, J=15,0, 7,0 Hz, 1 H, Asp-B-H), 2,71 (dd, J=15,0, 3,5 Hz, 1 H,
Asp-B’-H), 2,72 (d, J=3,0 Hz, 1 H, OH), 3,17 (m, 2 H, NCHy), 3,65 - 3,87 (m, 4 H, H-4, H-5, 2 H-6), 4,25 ( ddd, J=10,5,
9,5, 3,5 Hz, 1 H, H-2), 4,54 - 4,73 (m, 5 H, 2 CH-Ph, Asp-a-H), 4,96 (d, J=3,5 Hz, 1 H, H-1), 5,13 ( dd, J=10,5, 9,0 Hz, 1
H, H-3), 6,13 (d, J=9,0 Hz, 1 H, NH), 7,02 (t, J=5,5 Hz, 1 H, NH), 7,28 - 7,40 (m, 11 H, NH, Ar-H). Anal. calc. para
Ce1H101N3Og: C, 71,80; H, 9,98 N, 4,12. Encontrado: C, 71,66; H, 10,39; N, 4,48, ES-MS calculado 1019,8; Encontrado
1021,1 (M+H).

Ejemplo 26 Preparacion del compuesto 32

Al compuesto 31 (125 mg, 0,123 mmoles) en diclorometano anhidro (10 ml) se afadieron 1 H-tetrazol (26 mg,
0,37 mmoles) y dibencil-disopropilfosforamidita (86,3 mg, 0,084 ml, 0,25 mmoles). Se agit6 la mezcla a temperatura
ambiente durante 30 min. y a continuacién se enfri6 a 0°C. Se afnadié acido m-cloroperbenzoico (m-ACPB, 55%,
136 mg, 0,44 mmoles) y la mezcla se agité durante 30 min. a 0°C. La mezcla se vertié a continuacion en bisulfito sédico
al 10% (20 ml) y se extrajo con diclorometano (20 ml x 3). Se lavd la capa orgénica con solucién saturada de
bicarbonato sédico (10 ml), se secod con sulfato sédico y se concentr6. El residuo se purificd por cromatografia
ultrarrapida repetida (hexano:acetona, 6: 1 y 4: 1; tolueno:acetona, 10: 1 y 8: 1) para proporcionar 32 (104 mg, 66%).
TLC:R:= 0,20 (tolueno:acetona, 8: 1). [a]D22= +23,7 (¢ 0,59, cloroformo).

'H RMN (300 MHz, CDCl3): & 0,89 (m, 9 H, 3 CHg), 1,25 (m, 52 H, 26 CHy), 1,44 (m, 2 H, CHy), 1,63 (m, 2 H, CHy), 1,74
(m, 2 H, CHy), 2,14 (t, J=7,0 Hz, 2 H, CH2), 2,22 (m, 2 H, CHy), 2,31 (dd, J=15,0, 6,5 Hz, 1 H, Asp-B-H), 2,72 (dd, J=15,0,
3,5 Hz, 1 H, Asp-B’-H), 3,17 (m, 2 H, NCH>), 3,68 (m, 2 H, 2 H-6), 3,95 (m, 1 H, H-5), 4,28 (ddd, J=10,5, 9,5, 3,5 Hz, 1 H,
H-2), 4,47 (d, J=12,0, 1 H, CHHPh), 4,55 (d, J=12,0 Hz, 1 H, CHHPh), 4,60 (m, 3 H, H-4, Asp-a-H, CHHPh), 4,72 (d, 1
H, J=11,5 Hz, 1 H, CHHPh), 4,90 (m, 4 H, 2 CH.Ph), 4,99 (d, J=3,5 Hz, 1 H, H-1), 5,34 (dd, J=10,5, 9,0 Hz, 1 H, H-3),
6,13 (d, J=9,5 Hz, 1 H, NH), 7,03 (t, J=5,5 Hz, 1 H, NH), 7,28 - 7,42 (m, 21 H, NH, Ar-H). Anal. calc. para C7sH114N3012P
(1280,72): C, 70,34; H, 8,97; N, 3,28; encontrado: C, 70,54; H, 8,90; N, 3,26.

Ejemplo 27 Preparacién del compuesto 33

A la solucion de 32 (30 mg, 0,023 mmoles) en una mezcla de metanol:acetato de etilo:acido acético (2: 1: 0,3, 80 ml), se
anadi6é paladio sobre carbon (5%, 50 mg). La mezcla se agité bajo atmosfera de hidrégeno a temperatura ambiente
durante 24 h. Se filtrd el sélido y se concentr6 el filtrado. Se liofilizé el residuo en dioxano:cloroformo (10: 1, 30 ml) para
proporcionar 33 (17 mg, 79%). TLC: R=0,27 (cloroformo: metanol: agua, 2: 1: 0,1). [cx]D22=+310,8 (aprox. 0,074,
cloroformo:metanol, 4:1).

Para el isémero a:

'H RMN (500 MHz, CDCl3-CD3OD, 1: 1): § 0,89 (t, J=7,0 Hz, 9 H, 3 CHa), 1,28 (br, s, 52 H, 26 CHy), 1,49 (m, 2 H, CHy),
1,60 (m, 4 H, 2 CHy), 2,23 (t, J=7,5 Hz, 2 H, CH>), 2,35 (m, 2 H, CHy), 2,49 (dd, J=14,0, 5,0 Hz, 1 H, Asp-B-H), 2,61 (dd,
J=14,0, 6,0 Hz, 1 H, Asp-p’-H), 3,17 (m, 2 H, NCHy), 3,72 (m, 2 H, 2 H-6), 3,96 (m, 1 H, H-5), 4,12 (dd, J=10,5, 3,5 Hz, 1
H, H-2), 4,28 (m, 1 H, H-4), 4,65 (m, 1 H, Asp-a-H), 5,10 (d, J=3,5 Hz, 1 H, H-1), 5,32 (dd, J=10,5, 9,5 Hz, 1 H, H-3), *'P
RMN (202,3 MHz, DMSO-d6): & -0,02 ppm, ES-MS calculado para C47HaoN3O12P: 919,6. Encontrado 921,1 (M+H).

Ejemplo 28 Preparacién del compuesto 35

A una solucion de 34°' (1,0 g, 3,50 mmoles) en piridina anhidra (10 ml), se afadieron cloruro de trifenilmetilo (836 mg,
3,0 mmoles) y DMAP (30,5 mg, 0,25 mmoles). La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 20 h. Se afadieron
mas cloruro de tritilo (418 mg, 1,25 mmoles) y ADM. (30,5 mg, 0,25 mmoles) y la mezcla se agité a 40°C durante 4 h. El
disolvente se elimind por destilacién conjunta con tolueno y se purificé el residuo por cromatografia uItrarréEida
(hexano:acetato de etilo, 1: 1) para proporcionar 35 (1,42 g, 88%). TLC: Ri= 0,36 (hexano: acetato de etilo, 1:1). [a]p 2= -
48,3 (c 0,6, cloroformo).

'"H RMN (300 MHz, CDCls): § 2,70 (br, s, 1 H, OH), 3,00 (br s, | H, OH), 3,44 - 3,53 (m, 2 H, 2 H-6), 3,59 (m, 1 H, H-5),
3,65 (dd, J=9,5, 9,0 Hz, 1 H, H-4), 4,21 (dd, J=9,5, 8,0 Hz, 1 H, H-2), 4,55, 4,95 (2 d, J=12,0 Hz, cada 1 H, CH.Ph), 5,23
(d, J=8,0 Hz, 1 H, H-1), 7,10-7,80 (m, 24 H, Ar-H). Anal. calc. para C4HssNO7:1,3 H20 (641,72): C, 72,23; H, 5,70; N,
2,10. Encontrado: C, 72,24; H, 5,92; N, 1,83.
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Ejemplo 29 Preparacién del compuesto 36

Se afadieron hidruro sédico (120 mg, 5,02 mmoles) y bromuro de bencilo (0,86 g, 0,60 ml, 5,02 mmoles) a DMF anhidra
(10 ml). A esta solucién, se afiadié gota a gota en 3 minutos una solucion de 35 (1,34 g, 2,09 mmoles) en DMF (8 ml).
Se agitd la mezcla a temperatura ambiente durante 1 h. y se traté mas con una cantidad adicional de bromuro de
bencilo (0,43 g, 0,30 ml, 2,51 mmoles) e hidruro sédico (60 mg, 2,51 mmoles). La mezcla de reaccién se dejoé prolongar
durante otras 2 horas. Se afadié metanol (2 ml) y la mezcla se agité durante 10 minutos mas. La reaccién se verti6 a
continuacién en agua con hielo (100 ml) y se extrajo con éter dietilico (60 ml x 3). Se lavaron las capas de éter
combinadas con agua con hielo (15 ml x 3), se secaron sol sulfato sédico y se concentraron. Se purificd el residuo por
cromatografia ultrarrapida (hexano: acetato de etilo, 5: 1) para proporcionar 36 (1,55 g, 90%). TLC: Rs= 0,60 (hexano:
acetato de etilo, 3: 1). [a]D22_ +5,5 (¢ 0,8, cloroformo).

'H RMN (300 MHz, CDCls): & 3,32 (dd, J=10,0, 4,5 Hz, 1 H, H-6a), 3,60 (m, 1 H, H-5), 3,68 (dd, J=10,0, 1,8 Hz, 1 H, H-
6b), 4,03 (dd, J=9,5, 8,2 Hz, 1 H, H-2), 4,33 (m, 2 H, H-3, H-4), 4,43 (d, J=12,0 Hz, 1 H, CHHPh), 4,47 (d, J=10,0 Hz, 1 H
CHHPh), 4,61 (d, J=12,0 Hz, 1 H, CHHPh), 4,72 (d, J=10,0 Hz, 1 H, CHHPh), 4,80 (d, J=12,0 Hz, 1 H, CHHPh), 4,94 (d,
J=12,0 Hz, 1 H, CHHPh), 5,20 (d, J=8,2 Hz, 1 H, H-1), 6.84 - 7,80 (m, 34 H, Ar-H). Anal. calc. para CssHszNO71,3 Hz0
(821,97): C, 76,72; H, 5,91; N, 1,66. Encontrado: C, 76,56; H, 6,13; N, 1,52.

Ejemplo 30 Preparacién del compuesto 37

La solucién de 36 (1,42 g, 1,73 mmoles) en &cido acético-agua (4: 1, 60 ml) se agité a 110°C durante 1 h. El disolvente
se elimino por destilacion conjunta con etileno y el residuo se purificd por cromatografia ultrarrapida (hexano acetato de
etilo, 2: 1) para proporcionar 37 (700 mg, 70%). TLC: Ri= 0,31 (hexano: acetato de etilo, 2: 1). [cx]D = +16,0 (c 0,25,
cloroformo).

'H RMN (300 MHz, CDCls): § 1,90 (dd, J=6,5, 6,5 Hz, 1 H, OH), 3 4( m, 1
3,78 (m, 1 H, H-6a), 3,93 (m, 1 H, H-6b), 4,19 (dd, J=10,0, 8,5 Hz, 1 H, H-2),
J=12,0 Hz, 1 H, CHHPh), 4,50 (d, J=12,0 Hz, 1 H, CHHPh), 4,73 (d, J=11
CHHPh), 4,79 (d, J=12,0 Hz, 1 H, CHHPh), 4,90 (d, J=11,0 Hz, 1 H, CHHPh),
(m, 19 H, Ar-H). Anal. calc. para CssH3ssNO7-0,8 H20O (579,65): C, 70,76; H, 5,87
N, 2,20.

H, H-5), 3,73 (dd, J=9,5, 9,0 Hz, 1 H, H-4),
4,36 (dd, J=10,0, 9,0 Hz, 1 H, H-3), 4,43 (d,
,0 Hz, 1 H, CHHPh), 4,76 ( J=12,0 Hz, 1 H,
5,20 (d, J=8,5 Hz, 1 H, H-1), 6,80- 7,80
; N, 2,35. Encontrado: C, 70,74; H, 6,14;

Ejemplo 31 Preparacién del compuesto 38

A la solucién de 37 (0,60 g, 1,04 mmoles) en etanol al 95% (40 ml) se afiadié monohidrato de hidrazina (2,06 g, 2,0 ml,
41,2 mmoles). La mezcla se calent6 a reflujo durante 2 h. y a continuacién se eliminé el disolvente al vacio. Se purifico
el residuo por cromatografia ultrarrapida (1 a 2% de metanol en diclorometano) para proporcionar 38 (450 mg, 97%).
TLC: Ri= 0,20 (2% de metanol en diclorometano). [cx]D =-9,4 (c 0,35, cloroformo).

'"H RMN (300 MHz, CDCls): & 1,75 (br, s, 3 H, OH, NH>), 2,92 (dd, J=9,0, 8,0 Hz, 1 H, H-2 ), 3,43 (m, 1 H, H-5), 3,49 (dd,
J=9,5, 9,5 Hz 1 H, H-4), 3,66 (dd, J=9,5, 9,0 Hz, 1 H, H-3), 3,76 (dd, J=12,0, 5,0 Hz, 1 H, H-6a), 3,91 (dd, J=12,0, 2,5 Hz,
1 H, H-6b), 4,39 (d, J=8,0 Hz, 1 H, H-1), 4,63 (d, J=11,5 Hz, 1 H, CHHPh), 4,70 (d, J=11,0 Hz, 1 H, CHHPh), 4,74 (d,
J=11,0 Hz, 1 H, CHHPh), 4,86 (d, J=11,0 Hz, 1 H, CHHPh), 4,88 (d, J=11,5 Hz, 1 H, CHHPh), 4,99 (d, J=11,0 Hz, 1 H,
CHHPh), 7,35 (m, 15 H, Ar-H). Anal. calc. para C27H31NOs (449,55): C, 72,14; H, 6,95; N, 3,15. Encontrado: C, 72,34; H,
7,15; N, 3,12.

1
6,
Ejemplo 32 Preparacion del compuesto 39

El compuesto 38 (400 mg, 0,89 mmoles), 15 (401 mg, 0,83 mmoles) y DCC (275 mg, 1,34 mmoles) se disolvieron en
diclorometano anhidro (10 ml) y la mezcla resultante se agit6 a temperatura ambiente durante 3 h. Se filtrd el sélido y se
lavd con diclorometano (4 ml). Se concentré el filirado y el residuo se purificé por cromatografia en gel de silice (0,5 a
1% de metanol en diclorometano) para proporcionar 39 (576 mg, 76%) TLC: R= 0,30 (2% de metanol en
diclorometano). [a]o?’= -2,6 (c 0,57, cloroformo).

'H RMN (300 MHz, CDCls): 8 0,88 (t, J=6,5 Hz, 6 H, 2 CH3), 1,25 (br, s, 42 H, 21 CHy), 1,55 (m, 4 H, 2 CHy), 2,14 (m, 2
H, CHy), 2,28 (dd, J=15,0, 6,0 Hz, 1 H, CHH), 2,36 (dd, J=15,0, 6,0 Hz, 1 H, CHH), 3,48 (m, 2 H, H-2, H-5), 3,59 (dd,
J=9,0, 9,0 Hz, 1 H, H-4), 3,71 (dd, J=11,5, 4,5 Hz, 1 H, H-6a), 3,87 (dd, J=11,5, 2,5 Hz, 1 H, H-6b),4,10 (dd, J=10,0, 9,0
Hz, 1 H, H-3), 4,60 (d, J=12,0 Hz, 1 H, CHHPh), 4,65 (d, J=11,5 Hz, 2 H, 2 CHHPh), 4,80 (d, J=11,5 Hz, 1 H, CHHPh),
4,81 (d, J=11,5 Hz, 1 H, CHHPh), 4,83 (d, J=12,0 Hz, 1H, CHHPh), 4,95 (d, J=8,0 Hz, 1 H, H-1), 5,04 (m, 1 H, lipid-3-H),
5,90 (d, J=8,0 Hz, 1 H, NH), 7,35 (m, 15 H, Ar-H). Anal. calc. para Cs7Hg7NOg'0,3 H20 (914,32): C, 74,44; H, 9,60; N,
1,52. Encontrado: C, 74,38; H, 9,85; N, 1,56.
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Ejemplo 33 Preparacién del compuesto 40

A la solucién del compuesto 38 (410 mg, 0,913 mmoles) en diclorometano anhidro (30 ml), se afadieron el compuesto
14 (623 mg, 1,37 mmoles) y DCC (564 mg, 2,74 mmoles). La mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante 24 horas.
Se filtr6 el sélido y se lavo con diclorometano (4 ml). Se concentré el filtrado y se purificd el residuo por cromatografia en
gel de silice (0,5 a 1% de metanol en diclorometano) para proporcionar 40 (664 mg, 82%). TLC:Ri= 0,33 (2% de metanol
al 1% en diclorometano). [a]p**= -3,2 (c 0,6, cloroformo).

"H RMN (300 MHz, CDCls): § 0,90 (t, J=7,0 Hz, 6 H, 2 CHs), 1,25 (m, 38 H, 19 CHy), 1,55 (m, 4 H, 2 CH>), 1,89 (dd
J=7,0, 6,0 Hz, 1 H, OH), 2,15 (m, 2 H, CHy), 2,27 (dd, J=15,0, 5,5 Hz, 1 H, CHH), 2,36 (dd, J=15,0, 6,0 Hz, 1 H, CHH),
3,46 (m, 1 H, H-5), 3,52 (m, 1 H, H-4), 3,59 (dd, J=10,0, 9,0 Hz, 1 H, H-3), 3,70 (m, 1 H, H-6a), 3,86 (m, 1 H, H-6b), 4,10
(dd, J=10,0, 8,0 Hz, 1 H, H-2), 4,60 (d, J=12,0 Hz, 1 H, CHHPh), 4,64 (d, J=11,5 Hz, 1 H, CHHPh), 4,65 (d, J=11,5 Hz, 1
H, CHHPh), 4,81 (d, J=11,5 Hz, 2 H, 2 CHHPh), 4,83 (d, J=12,0 Hz, 1 H, CHHPh), 4,95 (d, J=8,0 Hz, 1 H, H-1), 5,04 (m,
1 H, lipid-3-H), 5,92 (d, J=8,0 Hz, 1 H, NH), 7,30 (m, 15 H, Ar-H). Anal. calc. para: CssHgsNOg (886,26): C, 74,47; H,
9,44; N, 1,58. Encontrado: C, 74,25; H, 9,44; N, 1,64.

dd,

Ejemplo 34 Preparacién del compuesto 41

El compuesto 28 (312 mg, 0,65 mmoles), 14 (200 mg, 0,44 mmoles), DCC (136 mg, 0,66 mmoles) y DMAP (27 mg,

0,22 mmoles) se disolvieron en diclorometano anhidro (5 ml). La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 4 h.

Se filtrd el solido y se lavé con acetato de etilo (5 ml). Se concentré el filtrado y se purificé el residuo por cromatografia

uItrarraplda (hexano:acetato de etilo, 8: 1) para proporcionar 41 (398 mg, 98%). TLC:R= 0,69 (hexano:acetato de etilo,
3:1). [cx]D =+32,0 (c 0,5, cloroformo).

'"H RMN (300 MHz, CDCls): & 0,90 (t, J=6,5 Hz, 6 H, 2 CH3), 1,25 (m, 38 H, 19 CHy), 1,52 (m, 4 H, 2 CH>), 2,16 (t, J=7,5
Hz, 2 H, CHy), 2,50 (dd, J=16,0, 6,0 Hz, 1 H, CHH), 2 63 (dd, J=16,0, 6,0 Hz, 1 H, CHH), 3,71 (dd, J=9,5, 9,5 Hz, 1H, H-
4), 3,78 (dd, J=10,0, 10,0 Hz, 1 H, H-6a), 3,94 (m, 1 H, H-5), 3,98 - 4,08 (m, 2 H, H-2, CHHCH=CHy), 4,21 (m, 1 H,
CHHCH=CHy), 4,29 (dd, J=10,0, 5,0 Hz, 1 H, H-6b), 4,69, 4,76 (2 d, J=12,0 Hz, cada 1 H, Troc-CH>), 4,94 (d, J=3,6 Hz,
1 H, H-1), 5,16 (m, 1 H, lipid-3-H), 5,30 (m, 2 H, CH=CH.), 5,39 (dd, J=9,5, 9,5 Hz, 1 H, H-3), 5,42 (d, J=10,0 Hz, 1 H,
NH), 5,53 (s, 1 H, CHPh), 5,90 (m, 1 H, CH=CH), 7,30 - 7,35 (m, 15 H, Ar-H). Anal. calc. para C47H74CIsNO1o (919,46):
C, 61,40; H, 8,11; N, 1,52. Encontrado: C, 61,40; H, 8,19; N, 1,58.

Ejemplo 35 Preparacién del compuesto 42

El compuesto hexafluorofosfato de [bis(metildifenilfosfina)](1,5-ciclooctadieno) iridio (I) (37 mg, 0,044 mmoles) se puso
en suspension en THF anhidro (5 ml) y se barboteé gas hidrégeno durante 5 min. para proporcionar una solucién
amarillenta, que se afnadié a la solucion de 41 (400 mg, 0,44 mmoles) en THF anhidro (5 ml). Se agit6 la mezcla a
temperatura ambiente durante 2 horas. Se afiadieron a continuacion agua (0,5 ml) y N-bromosuccinimida (NBS, 117 mg,
0,66 mmoles) y la reaccién de agité durante mas de 1 hora. El resto obtenido en la eliminacion del disolvente se disolvio
en acetato de etilo (200 ml) y se lavo con solucién de saturada de bicarbonato sédico (20 ml x 2). Se secaron las capas
organicas combinadas con sulfato sédico y se concentraron. El residuo se purificé por cromatografl'a uItrarrépida
(hexano: acetato de etilo, 4:1 y 3:1) para proporcionar 42 g314 mg, 82%) como mezcla anomérica en una proporcion de
a/B=4:1. TLC:R¢= 0,36 (hexano: acetato de etilo 3: 1). [a]p**= -9,6 (c 1,0, cloroformo).

'"H RMN (300 MHz, CDCls) para el a-isbmero: § 0,88 (t, J=6,5 Hz, 6 H, 2 CH3), 1,24 (m, 38 H, 19 CHy), 1,50 (m, 4 H, 2
CHy), 2,16 (t, J=7,5 Hz, 2 H, CHy), 2,49 (dd, J=15,0, 5,0 Hz, 1 H, CHH), 2,60 (dd, J=15,0, 7,0 Hz, 1 H, CHH), 3,65 (d,
J=4,0 Hz, 1 H, OH), 3,70 (dd, J=9,5, 9,5 Hz, 1 H, H-4), 3,77 (dd, J=10,0, 10,0 Hz, 1 H, H-6a), 4,03 (m, 1 H, H-2), 4,17
(m, 1 H, H-5), 4,28 (dd, J=10,0, 4,5 Hz, 1 H, H-6b), 4,67, 4,75 (2 d, J=12,0 Hz, cada 1 H, Troc- CH>), 5,15 (m, 1 H, lipid-
3-H), 5,35 (dd, J=4,0, 4,0 Hz, 1 H, H-1), 5,43 (dd, J=9,5, 9,5 Hz, 1 H, H-3), 5,51 (s, 1 H, CHPh), 5,81 (d, J=10,0 Hz, 1 H,
NH), 7,32 - 7,47 (m, 5 H, Ar-H). Anal. calc. para C4sH70CIsNO+o (879,39): C, 60,10; H, 8,02; N, 1,59. Encontrado: C
60,11; H, 8,09; N, 1,61.

Ejemplo 36 Preparacion del compuesto 43

A una solucion de 42 (2,50 g, 2,88 mmoles) en diclorometano anhidro (30 ml), se le afiadieron tricloroacetonitrilo (8,64 g,
6,0 ml, 60,0 mmoles) y DBU (10 gotas). La mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante 2 h. y se concentrd al vacio
(no a sequedad). Se purlflco el residuo por cromatografia ultrarrdpida (hexano: acetato de etilo: trletllamlna 6:1: 1%y
5:1:15) para proporcionar 43 (2,40 g, 81%). TLC: R= 0,25 (hexano: acetato de etilo, 8:1). [a]p®*= +35,0 (c 1,0,
cloroformo).

"H RMN (300 MHz, CDCls): 5 0,90 (t, J=7,0 Hz, 6 H, 2 CHs), 1,25 (m, 38 Hz, 19 CH2), 1,50 (m, 4 H, 2 CH,), 2,20 (t, J=7,5
Hz, 2 H, CH), 2,56 (dd, J=15,5, 5,5 Hz, 1 H, CHH), 2,65 (dd, J=15,5, 7,0 Hz, 1 H, CHH), 3,81 (dd, J=10,0, 10,0 Hz, 1 H,

-4), 3,83 (dd, J=10,0, 10,0 Hz, 1 H, H-6a), 4,06 (m, 1 H, H-5), 4,25 (ddd, J=10,0, 9,0,4,0 Hz, 1 H, H-2), 4,36 (dd,
H=10,0, 5,0 Hz, 1 H, H-6b), 4,63, 4,78 (2 d, J=12,0 Hz, cada 1 H, Troc- CHz), 5,18 (m, 1 H, lipido-3-H), 5,45 (dd, J=10,0,
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10,0 Hz, 1 H, H-3), 5,56 (d, J=9,0 Hz, | H, NH), 5,58 (s, 1 H, CHPh), 6,42 (d, J=4,0 Hz, 1 H, H-1), 7,30 - 7,45 (m, 5 H, Ar-
H), 8,73 (s, H, NH). Anal, calc, para CssH70ClsN20O1o (1023,78): C, 53,97; H, 6,89; N, 2,74. Encontrado: C, 53, 80; H,
6,77; N, 2,80.

Ejemplo 37 Preparacion del compuesto 44

A la solucion de 39 (269 mg, 0,295 mmoles) y 43 (452 mg, 0,442 mmoles) en diclorometano anhidro (6 ml) se le
aniadieron tamices moleculares (4 A, 1,0 g). La mezcla se agité bajo nitrégeno a temperatura ambiente durante 20 min. y
a continuacion se enfrié a 0°C. La solucion de trifluoroboro eterato (0,15 M en CHzCl, 0,5 ml) se afadié gota a gotay la
mezcla de reaccion se agité a 0°C durante 30 minutos. Se traté a continuacion con trietilamina (0,05 ml). Se filtrd el
sélido y se lavo con diclorometano. Se concentrd el filtrado y se purificé el residuo por precipitacion en acetato de etilo y
por cromatografia en gel de silice (1,5% de metanol en diclorometano) para proporcionar 44 (340 mg, 65%). TLC: Ri=
0,31 (2% de metanol en diclorometano). [cx]D22= -13,3 (¢ 0,7, cloroformo).

'H RMN (300 MHz, CDCls + CDsOD): & 0,88 (t, J=6,5 Hz, 12 H, 4 CHs), 1,24 (m, 72 H, 36 CHy), 1,52 (m, 8 H, 4 CHy),
1,70 (m, 4 H, 2 CHy), 1,94 (m, 4 H, 2 CHy), 2,16 (m, 4 H,, 2 CH>), 2,27 (dd, J=15,0, 6,0 Hz, 1 H, CHH), 2,35 (dd, J=15,0,
6,5 Hz, 1 H, CHH), 2,49 (dd, J=15,5, J=5,5 Hz, 2 H, CHH), 2,59, (dd, J=15,5, 7,0 Hz, 1 H, CHH), 3,35 - 4,14 (m, 10 H, H-
2, H-3, H-4, H-5, 2 H-6, H-2’, H-4’, H-5’, H-6'a), 4,31 (dd, J=10,5, 5,5 Hz, 1 H H-6'b), 4,53 (d, J=8,0 Hz, 1 H, H-1’), 4,57 -
4,69 (m, 5 H, CI3C CHy, 3 CHHPh), 4,75 (d, J=11,5 Hz, 1 H, CHHPh), 4,78 (d, J=11,0, 1 H, CHHPh), 4,88 (d, J=12,0 Hz,
1 H, CHHPh), 4,89 (d, J=8,0 Hz, 1 H, H-1), 5,04 (m, 1 H, lipid-3-H), 5,18 (m, 2 H, H-3’, lipid-3-H), 5,48 (s, 1 H, CHPh),
7,25 - 7,45 (m, 20 H, Ar-H). Anal, calc, para C1p1H155ClsN20O17:2H20 (1775,70): C, 66,95; H, 8,84; N, 1,55. Encontrado:
C, 66,83; H, 8,63; N, 1,66.

Ejemplo 38 Preparacién del compuesto 45

Utilizando el mismo procedimiento descrito para la preparacion de 30, se sintetiz6 el compuesto 45. Inicialmente se
obtuvo la amina en bruto de 44 (224 mg, 0,126 mmoles) tratada con cinc activado (5,0 g) y 80% de acido acético en
acetato de etilo (500 ml) durante 60 horas a temperatura ambiente. Se liofiliz6 en dioxano para proporcionar el
compuesto amino (192 mg, 95%). Después, este compuesto de amina (212 mg, 0,132 mmoles) y 13 (115 mg, 0,238
mmoles) en presencia de DFC (122 mg, 0,60 mmoles) y diclorometano anhidro (10 mg) se convirtieron en el compuesto
45 en 48 horas a temperatura ambiente. Se obtuvo 45 puro (160 mg, 60%) procedente de la purificaciéon cromatografica
en gel de silice (3% de acetona en cloroformo) de 45 en bruto. TLC: Ri= 0,30 (2% de metanol en diclorometano). [a]p**=
-8,9 (c 0,73, cloroformo)

'"H RMN (300 MHz, CDCls): 6 0,88 (t, J=6,5 Hz, 18 H, 6 CH3), 1,10 -1,90 (m, 126 H, 63 CH>), 2,14 (t, J=7,0 Hz, 4 H, 2
CHy), 2,26 (m, 6 H, 3 CHy), 2,50 (dd, J=15,5, 5,5 Hz, 1 H, CHH), 2,59 (dd, J=15,5, 7,5 Hz, 1 H, CHH), 3,40 - 4,14 (m, 10
H, H-2, H-3, H-4, H-5, 2 H-6, H-2’, H-4’, H-5', H-6’a), 4,27 (dd, J=11,0, 5,0 Hz, 1 H, H-6’b), 4,60 (d, J=11,5Hz, 2 H, 2
CHHPh), 4,66 (d, J=12,0 Hz, 1 H, CHHPh), 4,73 (d, J=8,0 Hz, 1 H, H-1"), 4,74 (d, J=11,5 Hz, 1 H, CHHPh), 4,75 (d,
J=11,5 Hz, 1 H, CHHPh), 4,82 (d, J=8,0 Hz, 1 H, H-1), 4,86 (d, J=12,0 Hz, 1 H, CHHPh), 5,05 (m, 2 H, 2 lipid-3-H), 5,15
(m, 1 H, lipido-3-H), 5,25 (dd, J=10,0, 10,0 Hz, 1 H, H-3’), 5,48 (s, 1 H, CHPh), 5,94 (d, J=9,0 Hz, 1 H, NH), 6,06 (d,
J=9,0 Hz, 1 H, NH), 7,25 - 7,43 (m, 20 H, Ar-H). Anal, calc, para C124H202N201g°1,5H20 (2008,96): C, 73,15; H, 10,14; N,
1,37. Encontrado: C, 73,06; H, 9,95; N, 1,22.

Ejemplo 39 Preparacion del compuesto 46

A una solucion de 45 (148 mg, 0,074 mmoles) en THF anhidro (8 ml) se le afiadieron tamices moleculares (4 A 10 g)-
La mezcla se agité a temperatura ambiente bajo nitrdgeno durante 20 min. Se afiadié cianoborohidruro sédico (340 mg,
5,41 mmoles) y la mezcla se enfrié a 0°C. Se afiadié gota a gota lentamente solucién HCI (g)/Et2O (~3 ml) hasta que no
se produjo nada de gas. La mezcla se verti6 a continuacion en soluciéon saturada de bicarbonato sédico (50 ml) y se
extrajo con diclorometano (100 ml x 3). Las capas organicas combinadas se lavaron con una solucion de cloruro sédico
saturado (20 ml) y se secaron con sulfato sédico, y se concentraron. Se purific el residuo por cromatografia ultrarrapida
(gradiente de elucién con cloroformo: acetona, de 100: 2 a 100: 5) para proporcionar 46 (79 mg, 53%). TLC: Ri= 0,16
(cloroformo: acetona, 100: 5). [a]D22= -16,0 (c 0,2, cloroformo).

'"H RMN (500 MHz, CDCls): § 0,89 (t, J=6,5 Hz, 18 H, 6 CH3), 1,08 - 1,94 (m, 126 H, 63 CH>), 2,13 - 2,36 (m, 10 H, 5
CHy), 2,51 (dd, J=15,0, 5,0 Hz, 1 H, CHH), 2,58 (dd, J=15,0, 8,0 Hz, 1 H, CHH), 3,32 (br,s, 1 H, OH), 3,43 - 3,77 (m, 8 H,
H-2, H-4, H-5, 2 H-6, H-4’, H-5', H-6’a), 3,86 (ddd, J=10,0, 8,5, 8,5 Hz, 1 H, H-2’), 3,92 (dd, J=9,0, 9,0 Hz, 1 H, H-3), 4,08
(dd, J=11,0, 2,5 Hz, 1 H, H-6’b), 4,61 (d, J=11,5 Hz, 1 H, CHHPh), 4,55 (d, J=12,0 Hz, 1 H, CHHPh), 4,56 (d, J=8,5 Hz, 1
H, H-1"), 4,57 (d, J=11,5 Hz, 1 H, CHHPh), 4,60 (d, J=11,5 Hz, 1 H, CHHPh), 4,64 (d, J=11,5 Hz, 1 H, CHHPh), 4,72 (d,
J=11,5 Hz, 1 H, CHHPh), 4,73 (d, J=11,5 Hz, 1 H, CHHPh), 4,79 (d, J=7,5 Hz, 1 H, H-1), 4,83 (d, J=12,5 Hz, 1 H,
CHHPh), 4,95 (dd, J=10,5, 9,0 Hz, 1 H, H-3’), 4,99 - 5,08 (m, 2 H, 2 lipido-3-H), 5,11 (m, 1 H, lipido-33-H), 5,77 (d, J=8,5
Hz, 1H, NH), 5,93 (d, J=8,5 Hz, 1 H, NH), 7,30 (m, 20 H, Ar-H). Anal, calc, para C124H204N201s (2010,98): C, 74,06; H,
10,22; N, 1,39. Encontrado: C, 73,74; H, 10,57; N, 1,43.
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Ejemplo 40 Preparacién del compuesto 47

Siguiendo el mismo procedimiento descrito para la preparacién de 32, se obtuvo el compuesto 47 procedente de la
reaccion de 46 (68 mg, 0,034 mmoles) con 1H-tetrazol (10 mg, 0,144 mmoles), dibencil-disopropilfosforamidita (33 mg,
0,032 ml, 0,096 mmoles) y acido m-cloroperbenzoico (59 mg, ~55%, 0,19 mmoles) en diclorometano anhidro (3 ml).
Después de la agitacion durante 1 hora a 0°C, la preparacion proporciond el residuo que se purificd por cromatografia
en gel de silice repetida (gradiente de elucion con 1 al 5% de acetona en cloroformo y tolueno: acetona, de 18: 1 a 12:
1) proporcioné 47 (65 mg, 85%). TLC: Ri= 0,22 (5% de acetona en cloroformo). [a]o?’= -4,0 (c 0,4, cloroformo).

'"H RMN (300 MHz, CDClz): § 0,90 (m, 18 H, 6 CH3), 1,25 (m, 114 H, 57 CHy), 1,45 - 1,70 (m, 12 H, 6 CHy), 2,10 - 2,50
(m, 12 H, 6 CHy), 3,52 - 3,93 (m, 9 H, H-2, H- 3, H-4, H-5, H-6a, H-2’, H-5’, 2 H-6"), 4,09 (br, d, J=11,0 Hz, 1 H, H-6b),
4,43 (m, 3 H, CH2Ph, H-4’), 4,56 - 4,91 (m, 12 H, 6 CHxPh), 4,78 (d, J=7,5 Hz, 1 H, H-1"), 4,98 (d, J=8,5 Hz, 1 H, H-1),
5,05 (m, 2 H, 2 lipido-33-H), 5,16 (m, 1 H, lipido-3 3-H), 5,39 (dd, J=10,0, 9,0 Hz, 1 H, H-3"), 5,88 (d, J=8,5 Hz, 1 H, NH),
6,08 (d, J=7,5 Hz, 1 H, NH), 7,25 (m, 30 H, Ar-H). Anal, calc, para C13sH217N2021P (2271,21): C, 72,98; H, 9,63; N, 1,23.
Encontrado: C, 72,83; H, 9,60; N, 1,23,

Ejemplo 41 Preparacién del compuesto 48

A una solucién de 47 (48 mg, 0,021 mmoles) en THF-HOAC (10: 1, 90 ml) se le afiadi6 paladio sobre carbon (5%, 70
mg). La mezcla se agit6 a temperatura ambiente en atmdésfera de hidrogeno durante 24 h. Se filtré el solido y se
concentré el filtrado al vacio. Se purificd el residuo por cromatografia ultrarrapida (cloroformo: metanol: agua, 4: 1: 0 ya
continuacién 3: 1: 0,1) para proporcionar 48 (25 mg, 68%). TLC: R¢= 0,38 (cloroformo: metanol: agua, 3: 1: 0,1). [a]o 2
+8,0 (c 0,1, cloroformo: metanol, 4: 1). ES-MS calculada para CgsH181N2021P: 1729,3. Obtenido: 1728,3 (M-H) (modo
negativo) (modo negativo).

Ejemplo 42 Preparacién del compuesto 49

A una solucién de 40 (290 mg, 0,328 mmoles) y 43 (503 mg, 0,492 mmoles) en diclorometano (6 ml) se le afiadieron
tamices moleculares (4 A, 0,5 g). Se agité la mezcla bajo nitrégeno a temperatura ambiente durante 20 min. Se afadié
gota a gota solucion de trifluoroboro eterato (0,1 M en CHxCl, 1,3 ml) en 20 min. Se agit6 la mezcla durante 1 h. y a
continuacion se vertio en solucién saturada de bicarbonato sédico (10 ml) y se extrajo con diclorometano (20 ml x 3). Se
secaron las capas organicas combinadas con sulfato sddico y se concentraron. El residuo se purificd por cromatografia
en gel de silice (0,5 a 1% de metanol en diclorometano) para proporcionar 49 (457 mg, 80%). TLC: Ri= 0,21 (3% de
acetona en cloroformo). [a]o?*= -17,8 (c 0,6, cloroformo).

'"H RMN (300 MHz, CDClg): 8 0,90 (t, J=7,0 Hz, 12 H, 4 CH3), 1,25 (m, 76 H, 38 CHy), 1,52 (m, 8 H, 4 CHy), 2,15 (m, 4 H,
2 CHy), 2,26, 2,35 (2 dd, J=14,0, 6,0 Hz, each 1 H, CH.), 2,48 (dd, J=15,0, 5,5 Hz, 1 H, CHH), 2,58 (dd, J=15,0, 7,0 Hz,
1 H, CHH), 3,34 - 3,78 (m, 8 H, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6a, H-2’, H-4’, H-6’a), 4,02 - 4,13 (m, 2 H, H-6b, H-5'), 4,30 (dd,
J=10,5, 5,0 Hz, 1 H, H-6’b), 4,52 (d, J=8,0 Hz, 1 H, H-1’), 4,57 - 4,90 (m, 8 H, 3 CH2Ph, Troc- CHy), 4,89 (d, J=8,0 Hz, 1
H, H-1) 5,02 (m, 1 H, lipido-33-H), 5,15 (m, 3 H, NH, H-3’, lipido-33-H), 5,55 (s, 1 H, CHPh), 6,00 (d, J=8,0 Hz, 1 H, NH),
7,25 - 7,45 (m, 20 H, Ar-H). Anal, calc, para CggH151ClsN2O17 (1747,64): C, 68,04; H, 8,71; N, 1,60. Encontrado: C, 67,92,
H, 8,85, N, 1,64.

Ejemplo 43 Preparacion del compuesto 50

Se sintetiz6 el compuesto 50 a partir de 49 (740 mg, 0,424 mmoles) tratado con cinc activado (5,0 g, 76,5 mmoles) y
80% de acido acético en acetato de etilo (400 ml) a temperatura ambiente durante 60 horas tal como se describe para la
preparacién de 13. El producto 50 en bruto (666 mg, 100%) obtenido de la eliminacién del disolvente se liofiliz6 en
dioxano y se utiliz6 sin mas purificacion.

Ejemplo 44 Preparacién del compuesto 51

En un procedimiento similar al descrito para 45, el compuesto 50 (175 mg, 0,11 mmoles) se acoplé con 14 (101 mg,
0,22 mmoles) en presencia de DCC (68 mg, 0,33 mmoles) en diclorometano anhidro (5 ml). Tras el desarrollo habitual y
cromatografia en gel de silice (1% de metanol en diclorometano) proporcioné 51 (150 mg, 67%). TLC: Ri=0,27 (1% de
metanol en diclorometano). [a]D2°= -14,2 (¢ 0,5, cloroformo).

'"H RMN (300 MHz, CDCls): 8 0,90 (t, J=7,0 Hz, 18 H, 6 CH3), 1,25 (m, 114 H, 57 CHy), 1,53 (m, 12 H, 6 CHy), 2,15 (1,
J=7,0 Hz, 4 H, 2 CHp), 2,23 - 2,39 (m, 6 H, 3 CHy), 2,56 (dd, J=15,5, 5,5 Hz, 1 H, CHH), 2,60 (dd, J=15,5, 7,0 Hz, 1 H,
CHH), 3,37 - 4,00 (m, 9 H, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6a, H-2’, H-4’, H-5’, H-6’a), 4,09 (dd, J=11,0, 2,0 Hz, 1 H, H-6b), 4,27
(dd, J=11,0, 4,5 Hz, 1 H, H-6'b), 4,58 - 4,88 (m, 7 H, 3 CH2Ph, H-1°), 4,82 (d, J=7,5 Hz, 1 H, H-1), 5,00 - 5,09 (m, 2 H, 2
lipido-33-H), 5,16 (m, 1 H, lipido-33-H), 5,26 (dd, J=10,0, 10,0 Hz, 1 H, H-3’), 5,47 (s, 1 H, CHPh), 5,93 (d, J=8,5 Hz, 1
H, NH), 6,06 (d, J=8,0 Hz, 1 H, NH), 7,25 - 7,45 (m, 20 H, Ar-H). Anal, calc, para C124H202N2015-0,5H20 (2008,96): C,
73,80; H, 10,14; N, 1,39. Encontrado: C, 73,64; H, 9,88; N, 1,41.
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Ejemplo 45 Preparacién del compuesto 52

En un procedimiento similar al descrito para 31, se trat6é el compuesto 51 (135 mg, 0,067 mmoles) con cianoborohidruro
sédico (211 mg, 3,36 mmoles) y HCI (g) / Et2O en THF anhidro: CHCIs (4:1, 50 ml) a temperatura ambiente. Tras el
desarrollo habitual y cromatografia ultrarrapida §2 a 5% de acetona en cloroformo) proporcion6 52 (112 mg, 63%). TLC:

Ri=0,20 (2% de metanol en diclorometano). [a]o**= -13,5 (c 0,6, cloroformo).

"H RMN (300 MHz, CDCl3): 3 0,89 (t, J=6,5 Hz, 18 H, 6 CHs), 1,25 (m, 114 H, 57 CHy), 1,50 (m, 12 H, 6 CHy), 2,14 (,
J=7,0 Hz, 2 H, CHy), 2,23-2,60 (m, 10 H, 5 CHy), 3,33 (d, J=3,3 Hz, 1 H, OH), 3,44 - 3,96 (m, 10 H, H-2, H-3, H-4, H-5,
H-6a, H-2’, H-4’, H-5’, 2 H-6’), 4,09 (dd, J=10,0, 2,0 Hz, 1 H, H-6b), 4,49 - 4,86 (m, 9 H, 4 CH2Ph, H-1"), 4,80 (d, J=7,5
Hz, 1 H, H-1), 4,92 - 5,18 (m, 4 H, H-3’, 3 lipido-33-H), 5,80 (d, J=9,0 Hz, 1 H NH), 5,95 (d, J=8,5 Hz, 1 H, NH), 7,30 (m,
20 H, Ar- H). Anal, calc, para C124H204N201g-H20 (2010,98): C, 73,40; H, 10,23; N, 1,38. Encontrado: C, 73,40; H, 10,04;
N, 1,38.

Ejemplo 46 Preparacién del compuesto 53

En un procedimiento similar al descrito para 32, se traté el compuesto 52 (61 mg, 0,030 mmoles) con 1Htetrazol (12,6
mg, 0,18 mmoles) y dibencil-diisopropilfosforamidita (42 mg, 0,041 ml, 0,12 mmoles) en diclorometano anhidro (3,0 ml) y
a continuacion posteriormente con m-ACPB (75 mg, 55%, 0,24 mmoles). Tras el desarrollo habitual y cromatografia en
gel de silice (1a 5% de acetona en cloroformo y a continuacion tolueno:acetona, desde 18:1 hasta 12:1) proporcioné 53
(58 mg, 85%). TLC: R=0,17 (1% de acetona en cloroformo). [cx]D22= -3,1 (¢ 0,35, cloroformo).

6b), 4,44 (m, 3 H, CH2Ph, H-4’), 4,56 - 4,90 (m, 12 H, 6 CHzPh), 4,78 (d, J=8,0 Hz, 1 H, H-1"), 4
1), 5,05 (m, 2 H, 2 lipido-33-H), 5,16 (m, 1H, lipido-33-H), 5,39 (dd, J=10,0, 9,0 Hz, 1 H, H-3’), 5,88 (d,
NH), 6,08 (d, J=8,0 Hz, 1 H, NH), 7,25 (m, 30 H, Ar-H). Anal, calc, para C13gH217N2021P-0,5H.0 (2271
9,63; N, 1,22. Encontrado: C, 72,45; H, 9,32; N, 1,19.
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Ejemplo 47 Preparacion del compuesto 54

En un procedimiento similar al descrito para 33, el compuesto 53 (54 mg, 0,028 mmoles) se convirtio6 en 54 (30 mg,
62%) utilizando paladio sobre carb6n (5%, 70 mg) en THF: acido acético, 10:1 (90 ml) en atmésfera de hidrogeno. TLC:
Ri=0,35 (cloroformo: metanol: agua, 3: 1: 0,1). [a]o**= -10,0 (¢ 0,35, cloroformo: metanol, 4: 1). ES-MS calculada para
CosH181N2021P: 1729,3 (M-H) (modo negativo).

Ejemplo 48 Preparacion del compuesto 55

En un procedimiento similar al descrito para 30, el compuesto 50 (300 mg, 0,19 mmoles) se acopl6é con 5 (222 mg,
0,475 mmoles) en diclorometano: DMF (4:1, 50 ml). La cromatografia en gel de silice (2 a 6% de acetona en cloroformo)
proporciond 55 (256 mg, 66%). TLC: R=0,33 (cloroformo: acetona, 9: 1). [a]o*’= -24,0 (c 0,2, cloroformo: metanol, 5: 1).

'H RMN (300 MHz, CDCI3: CD30D, 4: 1): § 0,98 (t, J=6,5 Hz, 18 H, 6 CHa), 1,25 (m, 108 H, 54 CHj), 1,40 - 1,60 (m, 14
H, 7 CHg), 2,07 - 2,63 (m, 12 H, 6 CHy), 3,12 (t, J=7,0 Hz, 2 H, N CHp), 3,45 - 3,90 (m, 9 H, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6a, H-
2', H-4', H-5', H-6'a), 4,10 (dd, J=11,0, 2,0 Hz, 1 H, H-6b), 4,31 (dd, J=11,0, 5,5 Hz, H-6'b), 4,48 (t, J=6,5 Hz, 1 H, Asp-a-
H), 4,56 - 4,87 (m, 7 H, 3 CHzPh, H-17), 4,85 (d, J=8,0 Hz, 1 H, H-1), 5,08 - 5,19 (m, 2 H, 2 lipido-33-H), 5,34 (dd, J=10,0,
10,0 Hz, 1 H, H-3"), 5,51 (s, | H, CHPh), 7,20 - 7,45 (m, 20 H, Ar-H). Anal, calc, para '®Hz0N4O1s'H20 (2022,95): C,
72,38; H, 9,97; N, 2,74. Encontrado: C, 72,19; H, 9,68; N, 2,70.

Ejemplo 49 Preparacién del compuesto 56

En un procedimiento similar al descrito para 31, se traté el compuesto 55 (220 mg, 0,109 mmoles) con cianoborohidruro
sédico (1,37 g, 21,78 mmoles) y HCI (g) / EtoO en THF anhidro: CHCI3 (4:1, 50 ml) a temperatura ambiente para
proporcionar 56 (150 mg, 68%). TLC: Ri=0,20 (2% de metanol en diclorometano). [a]D22= -14,0 (c 0,2, cloroformo).

'H RMN (300 MHz, CDCI3 - CD30D, 4: 1): § 0,72 (t, J=6,5 Hz, 18 H, 6 CHg), 1,10 (m, 108 H, 54 CHy), 1,21 - 1,46 (m, 14
H, 7 CHy), 1,96 - 2,39 (m, 12 H, 6 CHy), 2,15 (d, J=6,0 Hz, 1 H, OH), 2,95 (m, 2 H, N CHy), 3,30 - 3,77 (m, 10 H, H-2, H-
3, H-4, H-5, H-6a, H-2’, H-4’, H-5’, 2 H-6"), 3,96 (dd, J=11,0, 2,0 Hz, 1 H, H-6b), 4,31 (m, 1 H, Asp-a-H), 4,35 - 4,68 (m, 9
H, 4 CHxPh, H-1), 4,48 (d, J=8,0 Hz, 1 H, H-1’), 4,86 (dd, J=10,0, 9,0 Hz, 1 H, H-3’), 4,96 (m, 2 H, 2 lipido-33-H), 7,10
(m, 20 H, Ar-H). Anal, calc. para C123H202N4O15°1,5H.0(2024,96): C, 72,00; H, 10,07; N, 2,73. Encontrado: C, 71,97; H,
9,91; N, 2,69.
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Ejemplo 50 Preparacién del compuesto 57

En un procedimiento similar al descrito para 32, el compuesto 56 (85 mg, 0,042 mmoles) se convirtio en 57 (80 mg,
83%). TLC: R=0,37 (cloroformo: acetona, 9: 1). [a]p%= -6,2 (c 0,4, cloroformo).

'"H RMN (300 MHz, CDCls): § 0,88 (m, 18 H, 6 CH3), 1,23 (m, 108 H, 54 CH), 1,25 - 1,60 (m, 14 H, 7 CHy), 2,12 - 2,57
(m, 12 H, 6 CHy), 3,15 (m, 2 H, N CHy), 3,48 - 3,92 (m, 9 H, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6a, H-2’, H-5, 2 H-6’), 4,10 (br, d,
J=11,0 Hz, 1 H, H-6b), 4,37 - 4,90 (m, 16 H, H-1, H-1’, H-4’, Asp-a-H, 6 CHzPh), 5,08 (m, 2 H, 2 lipido-33-H), 5,32 (dd,
J=10,0, 9,0 Hz, 1 H, H-3’), 6,20 (d, J=8,0 Hz, 1 H, NH), 6,62 (d, J=8,0 Hz, 1 H, NH), 7,08 (m, 2 H, 2 NH), 7,25 (m, 30 H,
Ar-H). Anal, calc. para Cy37H215sN4O21P-1,5H,0 (2285,19): C, 71,16; H, 9,50; N, 2,42. Encontrado: C, 71,02; H, 9,43; N,
2,23.

Ejemplo 51 Preparacion del compuesto 58

En un procedimiento similar al descrito para 33, el compuesto 57 (52 mg, 0,023 mmoles) se convirtio en 58 (32 mg,
80%). Ri=0,29 (cloroformo: metanol: agua, 3: 1: 0,1). [a]p™>= -10,0 (c 0,1, cloroformo: metanol, 4: 1). ES-MS calculada
para CgsH179N4O21P: 1743,3. Obtenido: 1742 (M-H) (modo negativo).

Ejemplo 52 Preparacién del compuesto 60

(1) Compuesto 59: A una solucién de 34 (15,95 g, 40,13 mmoles) en acetonitrilo anhidro (250 ml), se le afiadieron
dimetilacetal benzaldehido (18,32 g, 18,01 ml, 120,4 mmoles) y &cido p-toluensulfénico (328 mg, 1,73 mmoles).
Después de agitar a temperatura ambiente y bajo atmosfera de nitrégeno durante 1,5 horas, se termind la reaccion por
una adicién de trietilamina (2 ml). Se concentr6 a continuacion al vacio y se purifico el residuo por cromatografia en gel
de silice (hexano: acetato de etilo, 7: 3) para proporcionar 59 (13,93 g, 71%).

(2) Solucion de 59 (2,02 g, 4,14 mmoles) en DMF anhidro(15 ml) se afadié gota a gota en 10 min. a una mezcla de
hidruro sddico (230 mg, 9,58 mmoles), bromuro de alilo (0,75 g, 0,50 ml, 6,21 mmoles) y DMF anhidro (20 ml). La
mezcla de reaccién se agité a continuacioén a temperatura ambiente durante 3 horas. Procedimiento similar al descrito
para 36 y purificacién por cromatografia en gel de silice (hexano: acetato de etilo, 5: 1) proporcion6 el compuesto 3-O-
alilo (1,79 g, 82%).

(3) El compuesto 3-O-alilo (5,79 g. 11,0 mmoles) se traté con &cido acético — agua (4: 1, 130 ml) a 65°C durante 6 h. Se
elimin6 el disolvente y el residuo se purificé por cromatografia ultrarrapida (hexano: acetato de etilo, 1: 2) para
proporcionar el compuesto 4,6-dihidroxi (4,91 g, 95%).

(4) A una solucion del compuesto 4,6-dihidroxi anterior (4,79 g, 10,91 mmoles) en piridina anhidra (50 ml), se le
anadieron cloruro de trifenilmetilo (6,38 g, 22,86 mmoles) y DMAP (266 mg, 2,18 mmoles). La mezcla de reaccién se
agité a continuacion a temperatura ambiente durante 6 horas y a continuacién a 35°C durante 16 horas. El residuo de la
eliminacion del disolvente se purificd por cromatografia en gel de silice (hexano: acetato de etilo, 4: 1) para proporcionar
60 (5,82 g, 79%). TLC: R= 0,66 (acetato de etilo:hexano, 1: 2). [a]p**= -37,2 (c 1,0, cloroformo).

'H RMN (300 MHz, CDClg): & 2,71 (d, J=2,8 Hz, 1 H, OH), 3,46 (m, 2 H, 2 H-6), 3,59 (m, 1 H, H-5), 3,80 (m, 1 H, H-4),
3,95 (m, 1 H, CHHCH= CHy), 4,15 (dd, J=10,0, 8,5 Hz, 1 H, H-3), 4,16 (m, 1 H, CHHCH= CHy), 4,25 (dd, J=10,0, 8,0 Hz,
1 H, H-2), 4,55 (d, J=12,0 Hz, CHHPh), 4,84 (d, J=12,0 Hz, 1 H, CHHPh), 4,85 (m, 1 H, CHH=CH), 5,02 (m, 1 H
CHH=CH), 5,19 (d, J=8,0 Hz, 1 H, H-1), 5,59 (m, 1 H, CH>=CH), 7,09 - 7,90 (m, 24 H, Ar-H). Anal, calc, para Cs3H3sNO7
(681,78): C, 75,75; H, 5,76; N, 2,04. Encontrado: C, 75,37; H, 5,67; N, 2,04.

Ejemplo 53 Preparacién del compuesto 61

A una mezcla de hidruro sédico (200 mg, 8,33 mmoles), bromuro de bencilo (1,01 g, 0,70 ml, 8,35 mmoles) y DMF
anhidra (20 ml), se le afadi6 gota a gota en 10 min. una solucién de 60 (3,80 g, 5,57 mmoles) en DMF anhidra (20 ml).
Después de agitacion durante 3 horas a temperatura ambiente, se afnadié metanol (4 ml) y se continu6 agitando durante
10 minutos mas. Se vertié a continuacion la reaccion en solucién saturada enfriada en hielo de cloruro sédico (500 ml) y
se extrajo con diclorometano (200 ml x 3). Las capas organicas combinadas se secaron con sulfato sodico y se
concentraron. Se purificé el residuo por cromatografia ultrarrapida (hexano: acetato de etilo, 4: 1) para proporcionar 61
(2,45 g, 57%). TLC: Ri= 0,67 (hexano: acetato de etilo, 2: 1). [a]p**= -37,2 (c 1,0, cloroformo).

'"H RMN (300 MHz, CDCls): § 3,32 (dd, J=10,0, 3,5 Hz, 1 H, H-6a), 3,62 (m, 1 H, H-5), 3,69 (dd, J=10,0, 1,0 Hz, 1 H, H-
6b), 3,93 (m, 1 H, CHHCH= CHy), 3,96 (m, 1 H, H-4), 4,25 (m, 1 H, CHHCH= CHy), 4,27 (dd, J=10,5, 8,5 Hz, 1 H, H-2
4,42 (dd, J=10,5, J=8,5 Hz, 1 H, H-3), 4,44 (d, J=10,0 Hz, 1 H, CHHPh), 4,66 (d, J=12,0, Hz, 1 H, CHHPh), 4,70 (
J=10,0 Hz, 1 H, CHHPh), 4,83 (m, 1 H, CHH=CH), 4,99 (d, J=12,0 Hz, 1 H, CHHPh), 5,02 (m, 1 H, CHH=CH), 5,27 (
J=8,5 Hz, 1 H, H-1), 5,59 (m, 1 H, CH>=CH), 6,92-7,90 (m, 29 H, Ar-H). Anal, calc, para CsoH4sNO7:0,5H-0 (771,91): C,
76,90; H, 5,94; N, 1,79. Encontrado: C, 76,72; H, 6,11; N, 1,78.
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Ejemplo 54 Preparacién del compuesto 62

El compuesto 61 (1,50 g, 1,34 mmoles) se disolvié en acido acético: agua: alcohol alilico (8: 2: 1, 220 ml) y esta solucion
se calentdé a 110°C durante 1 h. El disolvente se elimind a continuacién al vacio y el residuo se purificé por
cromatografia ultrarrapida (hexano: acetato de etilo, 2,5: 1 y después 2: 1) para proporcionar 62 (0,90 g, 87%). TLC: R=
0,33 (hexano: acetato de etilo, 2: 1). [a]p?*= -16,3 (c 1,0, cloroformo).

'"H RMN (300 MHz, CDClg): & 1,90 (dd, J=6,0, 6,0 Hz, 1 H OH), 3,52 (m, 1 H, H-6a), 3,65 (dd, J=9,5, 8,5 Hz, 1 H, H-4),
3,75 (m, 1 H, H-5), 3,90 (m, 2 H, H-6b, CHHCH= CHy), 4,20 (m, 2 H, H-3, CHHCH= CHy), 4,28 (dd, J=10,0, 8,0 Hz, 1 H,
H-2), 4,52 (d, J=12,0 Hz, 1 H, CHHPh), 4,68 (d, J=10,5 Hz, 1 H, CHHPh), 4,79 (d, J=12,0 Hz, 1 H, CHHPh), 4,80 (m, 1
H, CHH=CH), 4,84 (d, J=10,5 Hz, 1 H, CHHPh), 5,00 (m, 1 H, CHH=CH), 5,23 (d, J=8,0 Hz, 1 H, H-1), 5,55 (m, 1 H,
CH>=CH), 7,10 -7,85 (m, 14 H, Ar-H). Anal, calc, para Cz1H31NO70,7H.O (529,59): C, 68,67; H, 6,02; N, 2,58.
Encontrado: C, 68,46; H, 5,93; N, 2,53.

Ejemplo 55 Preparacién del compuesto 63

A la solucién de 62 (0,90 g, 1,70 mmoles) en etanol al 95% (60 ml) se le afiadié hidrazina monohidratada (3 ml). La
mezcla se calent6 a reflujo durante 2 horas. El disolvente se elimind a continuacion al vacié y se purifico el residuo por
cromatografia flash (1% de metanol en diclorometano) para proporcionar 63 (525 mg, 77%). TLC: Ri= 0,28 (3% de
metanol en diclorometano). [a]D =-17,0 (c 0,5, cloroformo).

"H RMN (300 MHz, CDCls): & 1,75 (s, 3 H, NH2, OH), 2,8 (dd J=9,5, 8,0 Hz, 1 H, H-2), 3,35 (dd, J=9,5, 9,5 Hz, 1 H, H-
4), 3,36 (m, 1 H, H-5), 3,57 (dd, J=9,5, 9,5 Hz, 1 H, H- 3) 72 (dd, J=12,0, 4,0 Hz, 1 H, H-6a), 3,88 (dd, J=12,0, 2,5 Hz,
1'H, H-6b), 4,24 (m, 1 H, CHHCH= CHy), 4,36 (d, J=8,0 Hz, 1 H, H-1), 4,42 (m, 1 H, CHHCH= CHb), 4,62 (d, J=11,5 Hz,
1 H, CHHPh), 4,64 (d, J=1,0 Hz, 1 H, CHHPh), 4,82 (d, J= 1,0 Hz, 1 H, CHHPh), 4,88 (d, J=11,5 Hz, 1 H, CHHPh), 5,18

5,33 (m, 2 H, CH>=CH), 5,97 (m, 1 H, CH>=CH), 7,30 (m, 10 H, Ar-H).
Ejemplo 56 Preparacion del compuesto 64

En un procedimiento similar al descrito para 40, el compuesto 63 (510 mg, 1,28 mmoles) se acopld con 14 (870 mg,
1,92 mmoles) en presencia de DCC (659 mg, 3,20 mmoles) para proporcionar 64 (853 mg, 80%) después de
cromatografia en gel de silice (2 a 5% de acetona en cloroformo). TLC: Ri= -38 (tanto % metanol diclorometano). [a]p*=
-6,0 (c 1,0, cloroformo).

(m, 4 CH2) 1,86 (1,

H, CHy), 2,37 (dd, J=15,0, 5,5 Hz, 1 H, CHH), 2,48 (dd, J=15,0, 5,5 Hz, 1 H,

J=9,5, 8,5 Hz, 1 H, H-4), 3,70 (m, 1 H, H-6a), 3,85 ( 1 , H-6b), 4,00 (dd,

CHHCH= CHy), 4,26 (m, 1 H, CHHCH= CH>), 4,59 (d, J=11,5 Hz, 1 H, CHHPh),

4,63 (d, J=11,0 Hz, 1 H, CHHPh), 4,8 (d, J=11,0 Hz, 1 H, CHHPh), 4,83 (d, J=11,5 Hz, 1 H, CHHPh), 4,96 (d, J=8,0 Hz,

1 H, H-1), 5,08 (m, 1 H, lipido-33-H), 5,13 (m, 1 H, CHH=CH), 5,23 (m, 1 H, CHH=CH), 5,88 (m, 1 H, CH= CHy), 6,00 (d,

J=8,0 Hz, 1 H, NH), 7,35 (m, 10 H, Ar-H). Anal, calc, para CsiHgiNOg-0,7H-O (836,20): C, 72,17; H, 9,78; N, 1,65.
Encontrado: C, 72,07; H, 9,81; N, 1,72.

'H RMN (300 MHz, CDCl3): & 0,89 (t, J=6,5 Hz, 6 H, 2 CHa), 1,25 (br, s, 38 H, 19 CHy), 1,59

J=7,0 Hz, 1 H, OH), 2,23 (t, J=7,5 Hz, 2

CHH), 3,40 (m, 2 H, H-2, H-5), 3,52 (dd,

J=10,0, 8,5 Hz, 1 H, H-3), 4,14 (m, 1 H
2

Ejemplo 57 Preparacion del compuesto 65

En un procedimiento similar al descrito para 44, se prepard el compuesto 65 utilizando el imidato 43 (1,15 g,
1,12 mmoles) y el aceptor de glucosilo 64 (652 mg,0,75 mmoles) con PF3 eterato (0,15 M en CHxCl, 3,5 ml). La
cromatografia en gel de S|I|ce (1 a 2% de acetona en cloroformo) proporcioné 65 (1,30 g, 83%). TLC: Ri= 0,36 (6% de
acetona en cloroformo). [a]o?’= -18,6 (c 0,5, cloroformo).

'"H RMN (300 MHz, CDCls): 8 0,86 (t, J=6,5 Hz, 12 H, 4 CH3), 1,22 (br, s, 76 H, 38 CHy), 1,53 (m, 8 H, 4 CHy), 2,15 (t,
J=7,5 Hz, 2 H, CHy), 2,20 (t, J=7,5 H, 2 H, CH), 2,32 (dd, J=14,0, 5,5 Hz, 1 H, CHH), 2,42 (dd, J=14,0, 6,0 Hz, 1 H,
CHH), 2,47 (dd, J=15,0, 5,0 Hz, 1 H, CHH), 2,57 (dd, J=15,0, 7,0 Hz, 1 H, CHH), 3,34 - 4,21 (m, 12 H, H-2, H-3, H-4, H-
5, 2 H-6, H-2’, H-4’, H-5’, H-6’a, CH.CH= CH>), 4,30 (dd, J=10,0, 5,0 Hz, 1 H, H-6’b), 4,51 (d, J=8,5 Hz, 1 H, H-1"), 4,57
(m, 4 H, 2 CHHPh, CI3C CHx0), 4,78 (d, J=11,0 Hz, 1 H, CHHPh), 4,85 (d, J=11,5 Hz, 1 H, CHHPh), 4,88 (d, J=8,0 Hz,
1 H, H-1), 5,00 - 5,25 (m, 5 H, H-3’, 2 lipido-33-H, CH>=CH), 5,45 (s, 1 H, CHPh), 5,85 (m, 1 H, CH= CHy), 6,00 (d, J=8,0
Hz, 1 H, NH), 7,30 (m, 15 H, Ar-H). Anal, calc, para CgsH149CIsN2>O17 (1697,58): C, 67,21; H, 8,85; N, 1,65. Encontrado:
C, 66,99; H, 8,96; N, 1,65.

Ejemplo 58 Preparacion del compuesto 67

(1) Compuesto 66: En el procedimiento similar descrito para 50, el compuesto 65 (350 mg, 0,206 mmoles) se tratd con
cinc activado (9,0 g) y acido acético al 80% en acetato de etilo (500 ml) a temperatura ambiente para proporcionar 66
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(314 mg, 100%), que se utiliz6 directamente en la etapa siguiente.

(2) Compuesto 67: El compuesto 66 (304 mg, 0,20 mmoles), 14 (191 mg, 0,42 mmoles) y DCC (130 mg, 0,62 mmoles)
se disolvié en diclorometano anhidro (10 ml). La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 24 horas y el sélido se
filtr6. Se concentro el filirado y se purifico el residuo por cromatografia ultrarrapida (2% de acetona en cloroformo) para
proporcionar 67 (220 mg, 56%). TLC: Ri= 0,25 (5% de acetona en cloroformo). [a]D22= -16,0 (c 0,5, cloroformo).

'H RMN (300 MHz, CDCl3): § 0,89 (t, J=6,5 Hz, 18 H, 6 CHa), 1,23 (br, s, 114 H, 57 CHy), 1,55 (m, 12 H, 6 CHy), 2,13 -
2,48 (m, 10 H, 5 CHy), 2,50 (dd, J=15,0, 5,5 Hz, 1 H, CHH), 2,59 (dd, J=15,0, 7,5 Hz, | H, CHH)), 3,38 - 4,24 (m, 12 H,
H-2, H-3, H-4, H-5, 2 H-6, H-2’, H-4’, H-5', H-6’a, CH.CH= CHy), 4,30 (dd, J=10,5, 5,5 Hz, 1 H, H-6’b), 4,58 (d, J=11,0
Hz, 1 H, CHHPh), 4,59 (d, J=12,0 Hz, 1 H, CHHPh), 4,73 (d, J=8,5 Hz, 1 H, H-1"), 4,77 (d, J=12,0 Hz, 1 H, CHHPh), 4,83
(d, J=8,0 Hz, 1 H, H-1), 4,85 (d, J=11,0 Hz, 1 H, CHHPh), 4,99 - 5,30 (m, 6 H, H-3’, CH>=CH, 3 lipido-33-H), 5,48 (s, 1 H,
CHPh), 5,87 (m, 1 H, CH>=CH), 5,91 (d, J=8,5 Hz, 1 H, NH), 6,07 (d, J=8,0 Hz, 1 H, NH), 7,35 (m, 15 H, Ar-H). Anal,
calc, para Ci20H200N2015 (1958,90): C, 73,58; H, 10,30; N, 1,43. Encontrado: C, 73,40; H, 10,70; N, 1,39.

Ejemplo 59 Preparacién del compuesto 68

De manera similar a la descrita para 31, el compuesto 67 (194 mg, 0,10 mmoles) se convirtié en 68 (130 mg, 67%).
TLC: Ri= 0,22 (8% de acetona en cloroformo). [a]p**= -9,6 (c 0,5, cloroformo).

'"H RMN (600 MHz, CDCls): § 0,89 (t, J=7,0 Hz, 18 H, 6 CH3), 1,25 (br s, 114 H, 57 CH>), 1,49 - 1,58 (m, 12 H, 6 CHy),
2,21 (1, J=8,0 Hz, 2 H, CH>), 2,26 (m, 3 H, CH», CHH), 2,27 (t, J=8,0 Hz, 2 H, CH>), 2,33 (dd, J=14,0, 6,0 Hz, 1 H, CHH),
2,36 (dd, J=15,0, 6,5 Hz, 1 H, CHH), 2,43 (dd, J=15,0, 6,5 Hz, 1 H, CHH), 2,50 (dd, J=16,5, 6,50 Hz, 1 H, CHH), 2,53
(dd, J=16,5, 8,0 Hz, 1 H, CHH), 3,28 (d, J=3,0 Hz, 1 H, OH), 3,43 (m, 2 H, H-4, H-5’), 3,54 (m, 2 H, H-2, H-6a), 3,62
(ddd, J=10,0, 9,0, 3,0 Hz, 1 H, H-4’), 3,71 (m, 3 H, H-5, 2 H-6’), 3,84 (m, 2 H, H-3, H-2’), 4,06 (dd, J=11,0, 2,5 Hz, 1 H, H-
6b), 4,10 - 4,20 (m, 2 H, CH2CH= CHy), 4,52 (d, J=12,0 Hz, 1 H, CHHPh), 4,58 (m, 4 H, H-1’, 3 CHHPH), 4,74 (d, J=10,5
Hz, 1 H, CHHPH), 4,80 (d, J=8,0 Hz, 1 H, H-1), 4,83 (d, J=11,5 Hz, 1 H, CHHPh), 4,95 (dd, J=10,0, 9,0 Hz, 1 H, H-3"),
5,02 (m, 1H, lipido-33-H), 5,10 (m, 3 H, 2 lipido-33-H, CHH=CH), 5,22 (m, 1 H, CHH=CH), 5,77 (d, J=9,0 Hz, 1 H, NH),
5,85 (m, 1 H, CH>=CH), 5,98 (d, J=8,0 Hz, 1 H, NH), 7,30 (m, 15 H, Ar-H). Anal, calc, para C120H202N201g (1960,92): C,
73,50; H, 10,38; N, 1,43. Encontrado: C, 73,25; H, 10,95; N, 1,60.

Ejemplo 60 Preparacién del compuesto 69

De manera similar a la descrita para 32, el compuesto 68 (117 mg, 0,060 mmoles) se convirtié en 69 (81 mg, 61%) que
se purificé por cromatografia ultrarrapida repetida (inicialmente con 1 a 3% de acetona en cloroformo y a continuacién
con tolueno: acetona, desde 15: 1 hasta 12: 1 y posteriormente con hexano: acetona, desde 6: 1 hasta 5: 1). TLC: R=
0,46 (9% de acetona en cloroformo). [a]D22= -4.8 (c 0,33, cloroformo).

'H RMN (300 MHz, CDCls): & 0,89 (t, J=6,5 Hz, 18 H, 6 CHa), 1,25 (br, s, 114

2,19-2,51 (m, 12 H, 6 CH,), 3,45 - 4,23 (m, 12 H, H-2, H-3, H-4, H-5, 2 H-6, H-2’, H-5', 2 H-6’, CH.CH= CHy), 4,50 (m, 3
H, H-4’, CH2Ph), 4,58 (d, J=12,5 Hz, 2 H, 2 CHHPh), 4,75 (d, J=11,0 Hz, 1 H, CHHPh), 4,80 (d, J=8,0 Hz, 1 H, H-1), 4,88
(m, 5 H, 5 CHHPh), 4,99 (d, J=8,0 Hz, 1 H, H-1’), 5,05 - 5,26 (m, 5 H, 3 lipido-33-H, CH,=CH), 5,41 (dd, J=10,0, 9,0 Hz,
1 H, H-3’), 5,86 (m, 1 H, CH>=CH), 5,93 (d, J=8,0 Hz, 1 H, NH), 6,09 (d, J=7,5 Hz, 1 H, NH), 7,30 (m, 25 H, Ar-H). Anal,
calc, para Ci3sH215N2021P (2221,15): C, 72,46; H, 9,76; N, 1,26. Encontrado: C, 72,21; H, 9,92; N, 1,27.

14 H, 57 CHy), 1,45 - 1,55 (m, 12 H, 6 CHo),

Ejemplo 61 Preparacion del compuesto 70

De manera similar a la descrita para 33, el compuesto 69 (73 mg, 0,035 mmoles) se convirtio en 70 (55 mg, 95%) TLC:
Ri= 0,35 (cloroformo: metanol: agua, 3: 1: 0,1). [a]o**= +6,0 (¢ 0,1, cloroformo: metanol, 4: 1). ES-MS calculada para
CogH187N2021P: 1771,3. Obtenido (modo negativo): 1770,3 (M-H), 1771,3 (M-H, maximo isotdpico).

Ejemplo 62 Preparacién del compuesto 71

De manera similar a la descrita para 42, el compuesto 65 (350 mg, 0,195 mmoles) se convirti6 en 71 (200 mg, 62%)
TLC: Ri= 0,30 (5% de acetona en cloroformo). [a]D22= -25,7 (c 0,83, cloroformo).

"H RMN (300 MHz, CDCl3): § 0,90 (t, J=6,5 Hz, 12 H, 4 CHa), 1,25 (br, s, 76 H, 38 CHy), 1,55 (m, 8 H, 4 CHy), 1,70 (s, 1
H, OH), 2,17 (t J=7,0 Hz, 2 H, CHy), 2,26 (t, J=7,0 Hz, 2 H, CH»), 2,43 (m, 2 H, CHy), 2,50 (dd, J=14,0, 5,5 Hz, 1 H,
CHH), 2,60 (dd, J=15,0, 7,5 Hz, 1 H, CHH), 3,40 - 3,90 (m, 9 H, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6a, H-2, H-4’, H-5', H-6'a), 4,13
(br, d, J=10,0 Hz, 1 H, H-6b), 4,34 (dd, J=10,0, 5,0 Hz, 1 H, H-6'b), 4,51, 4,52 (2 d, J=8,5 Hz, each 1 H, H-1, H-1’), 4,60
(d, J=12,5 Hz, 1 H, CHHPh), 4,66 (m, 3 H, CHHPh, CI3C CH:0), 4,90 (d, J=12,5 Hz, 1 H, CHHPh), 4,98 (d, J=11,5 Hz, 1
H, CHHPh), 5,04 - 5,25 (m, 3 H, H-3’, 2 lipido-33-H), 5,49 (s, 1 H, CHPh), 6,02 (d, J=5,0 Hz, 1H, NH), 7,40 (m, 15 H, Ar-
H). Anal, calc, para Cg2H145CIsN2047-0,8H20 (1657,52): C, 66,09; H, 8,84; N, 1,67. Encontrado: C, 66,06; H, 8,84; N,
1,64.
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Ejemplo 63 Preparacién del compuesto 72

De manera similar a la descrita para 28, el compuesto 71 (670 mg, 0,405 mmoles) se acoplé con 17 (270 mg,
0,81 mmoles) en presencia de DCC (208 mg, 1,01 mmoles) y DMPA (25 mg, 0,20 mmoles). La reaccion se termin6 en
72 h. La cromatografia en gel de silice (diclorometano: hexano: acetona, 2: 1: 3%; y 1% de metanol en diclorometano)
proporciond 72 (570 mg, 71%). TLC: R= 0,60 (diclorometano: hexano: acetona, 10: 5: 1). [a]p®®= -20,0 (¢ 1,0,
cloroformo).

'H RMN (600 MHz, CDCls): & 0,88 (t, J=7,0 Hz, 15 H, 5 CHa), 1,25 (m, 74 H, 37 CHy), 1,53 (m, 10 H, 5 CHy), 2,17 {t,
J=7,5 Hz, 2 H, CHy), 2,22 (dd, J=15,0, 6,0 Hz, 1 H, CHH), 2,24 (t, J=7,5 Hz, 2 H, CHy), 2,34 (dd, J=15,0, 6,5 Hz, 1H,
CHH), 2,45 (dd, J=16,0, 5,0 Hz, 1 H, CHH), 2,50 (dd, J=15,5, 5,5 Hz, 1 H, CHH), 2,55 (dd, J=16,0, 7,5 Hz, 1 H, CHH),
2,59 (dd, J=15,5, 7,5 Hz, 1H, CHH), 3,38 (ddd, J=10,0, 10,0, 5,0 Hz, 1 H, H-5'), 3,56 (m, 2 H, H-4, H-5), 3,62 (m, 1 H, H-
2), 3,64 (dd, J=10,0, 10,0 Hz, 1 H, H-4), 3,69 (dd, J=11,0, 5,0 Hz, 1 H, H-6a), 3,76 (dd, J=10,0, 10,0 Hz, 1 H, H-6'a),
3,83 (m, 1 H, lipido-33-H), 3,95 (m, 1 H, H-2’), 4,05 (br, d, J=11,0 Hz, 1 H, H-6b), 4,32 (dd, J=10,0, 5,0 Hz, 1 H, H-6'b),
4,45 (d, J=11,0 Hz, 1 H, CHHPh), 4,48 (d, J=11,0 Hz, 2 H, 2 CHHPh), 4,51 (d, J=8,0 Hz, 1 H, H-1), 4,59 (d, J=8,0 Hz, 1
, CHHPh), 5,01 (m, 1 H, lipido-33-H), 5,12

H, H-1"), 4,60 - 4,67 (m, 4 H, 2 CHHPh, CI3C CH20), 4,85 (d, J=12,0 Hz, 1 H

(d, J=9,0 Hz, 1 H, NH), 5,19 (m, 4 H, H-3, H-3’, 2 lipido-33-H), 5,48 (s, 1 H, CHPh), 5,71 (d, J=8,0 Hz, 1 H, NH), 7,20 -
7,45 (m, 20 H, Ar-H). Anal, calc, para C113H177CIsN2019 (1974,00): C, 68,76; H, 9,04; N, 1,42. Encontrado: C, 68,68; H,
9,10; N, 1,39.

Ejemplo 64 Preparacion del compuesto 74

(1) Compuesto 73: En el procedimiento similar descrito para 50, el compuesto 72 (550 mg, 0,279 mmoles) se traté con
cinc activado (9,0 g) y acido acético al 80% en acetato de etilo (500 mg) a temperatura ambiente para proporcionar 73
(500 mg, 100%). TLC: Rt= 0,12 (2% de metanol en diclorometano).

(2) Compuesto 74: El compuesto 73 (270 mg, 0,15 mmoles), 5 (211 mg, 0,45 mmoles) y DCC (139 mg, 0,68 mmoles) se
disolvieron en CHCl> anhidro: DMF (4: 1, 15 ml) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 24 h. Se elimin6
el disolvente y se purificé el residuo por cromatografia en gel de silice (3 a 7% de acetona en cloroformo) para
proporcionar 74 (220 mg, 65%). TLC: Ri= 0,15 (8% de acetona en cloroformo). [a]D =-20,0 (c 0,5, cloroformo).

'"H RMN (600 MHz, CDCls3): § 0,90 (m, 21 H, 7 CHg), 1,25 (m, 126 H, 63 CHy), 1,50 (m, 14 H, 7 CH), 2,13 (m, 2 H, CH>),
2,16 - 2,25 (m 5 H, 2 CHp, CHH), 2,31 (dd, J=15,5, 7,0 Hz, 1 H, CHH), 2,36 (dd, J=15,0, 7,0 Hz, 1 H, CHH), 2,45 (dd,
J=16,0, 5,0 Hz, 1 H, CHH), 2,50 (m, 2 H, 2 CHH), 2,55 (dd, J=15,5, 5,5 Hz, 1 H, CHH), 2,60 (dd, J=15,0, 7,5 Hz, 1 H,
CHH), 3,17 (m, 2 H, N CH>), 3,42 (ddd, J=10,0, 10,0, 5,0 Hz, 1 H, H-5’), 3,52 (dd, J=10,0, 9,0 Hz, 1 H, H-4), 3,61 (dd,
J=10,0, 10,0 Hz, 1 H, H-4’), 3,64 (m, 2 H, H-5, H-2"), 3,73 (m, 1 H, H-6a), 3,75 (dd, J=10,0, 10,0 Hz, 1 H, H-6’a), 3,82 (m
1 H, lipido-33-H), 4,06 (m, 2 H, H-2, H-6b), 4,33 (dd, J=10,0, 5,0 Hz, 1 H, H-6'b), 4,44 (d, J=11,5 Hz, 1 H, CHHPh), 4,46
(d, J=11,5Hz, 1 H, CHHPh), 4,47 (m, 1 H, Asp-a-H), 4,49 (d, J=11,5 Hz, 1 H, CHHPh), 4,57 (d, J=11,5 H, 1 H, CHHPh),
4,67 (d, J=12,5 Hz, 1 H, CHHPh), 4,73 (d, J=8,0 Hz, 1 H, H-1), 4,85 (d, J=12,5 Hz, 1 H, CHHPh), 4,89 (d, J=8,5 Hz, 1 H,
H-1"), 5,06 (m, 1 H, lipido-33-H), 5,13 (m, 2 H, 2 lipido-33-H), 5,21 (dd, J=10,0, 9,0 Hz, 1H, H-3), 5,38 (dd, J=10,0, 10,0
Hz, 1 H, H-3), 5,47 (s, 1 H, CHPh), 5,97 (d, J=9,0 Hz, 1 H, NH), 6,46 (d, J=8,0 Hz, 1 H, NH), 7,05 (t, J=5,0 Hz, 1 H, NH),
7,10 (d, J=8,0 Hz, 1 H, NH), 7,22 - 7,45 (m, 20 H, Ar-H). Anal, calc, para C137H226N4O20 (2249,31): C, 73,15; H, 10,13; N,
2,49. Encontrado: C, 73,00; H, 10,51; N, 2,41.

Ejemplo 65 Preparacion del compuesto 75

En un procedimiento similar al descrito para 31, se traté el compuesto 74 (140 mg, 0,062 mmoles) con cianoborohidruro
sédico (780 mg, 12,4 mmoles) y HCI (g) / Et2O en THF anhldro (25 ml) a temperatura ambiente para proporcionar 75 (90
mg, 64%). TLC: R=0,17 (10% de acetona en cloroformo). [a]p**= -16,0 (c 0,5, cloroformo).

'"H RMN (300 MHz, CDCls): § 0,89 (t, J=6,5 Hz, 21 H, 7 CH3), 1,25 (br, s, 126 H, 63 CH.), 1,40 - 1,60 (m, 14 H, 7 CH,),
2,15-2,60 (m, 14 H, 7 CHy), 3,15 (m, 2 H, N CHy), 3,33 (d, J=3,0 H z, 1 H, OH), 3,43 -4,12 (m, 11 H, H-2, H-4, H-5, 2 H-
6, H-2’, H-4’, H-5, 2 H-6’, lipido-33-H), 4,41 - 4,59 (m, 6 H, Asp-a-H, 5 CHHPh), 4,61 (d, J=11,0 Hz, 1 H, CHHPh), 4,65
(d, J=12,0 Hz, 1 H, CHHPh), 4,70 (d, J=8,5 Hz, 1 H, H-1), 4,77 (d, J=8,0 Hz, 1 H, H-1"), 4,85 (d, J=12,0 Hz, 1 H,
CHHPh), 5,04 - 5,21 (m, 4 H, H-3, H-3’, 2 lipido-33-H), 5,96 (d, J=9,0 Hz, 1 H, NH), 6,31 (d, J=8,0 Hz, 1 H, NH), 7,08 (t,
J=5,0 Hz, 1 H, NH), 7,15 - 7,30 (m, 21 H, NH, Ar-H). Anal, calc para Ci37H228N402 (2251,32): C, 73,09; H, 10,21; N,
2,48. Encontrado: C, 73,31; H, 10,77; N, 2,41.

Ejemplo 66 Preparacién del compuesto 76
De manera similar a la descrita para 32, el compuesto 75 (120 mg, 0,053 mmoles) se convirtié en 76 (81 mg, 60%) que

se purificd por cromatografia ultrarrapida repetida (inicialmente con 3% de acetona en cloroformo y a continuacién con
tolueno: acetona, desde 10: 1 hasta 8: 1). TLC: R= 0,30 (9% de acetona en cloroformo). [a]o®= -10,9 (¢ 0,33,
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cloroformo).

'"H RMN (600 MHz, CDCls): § 0,90 (t, J=7,0 Hz, 21 H, 7 CHs), 1,25 (br, s, 126 H, 63 CHy), 1,45 - 1,60 (m, 14 H, 7 CH>),
2,15-2,55 (m, 14 H, 7 CHy), 3,16 (m, 2 H, N CHy), 3,51-4,10 (m, 10 H, H-2, H-4, H-5, 2 H-6, H-2’, H-5', 2 H-6’, lipido-33-
H), 4,38 - 4,50 (m, 7 H, H-4’, 6 CHHPh), 4,55 (d, J=11,0 Hz, 1 H, CHHPh), 4,65 (d, J=12,5 Hz, 1 H, CHHPh), 4,70 (d,
J=8,0 Hz, 1 H, H-1), 4,84 (d, J=12,5 Hz, 1 H, CHHPh), 4,87 - 4,92 (m, 5 H, Asp-a-H, H-1’, 3 CHHPh), 5,07 (m, 2 H, 2
lipido-33-H), 5,18 (dd, J=10,0, 10,0 Hz, 1 H, H-3), 5,31 (dd, J=10,0, 10,0 Hz, 1 H, H-3’), 5,93 (d, J=9,0 Hz, 1 H, NH), 6,51
(d, J=8,0 Hz, 1 H, NH), 7,03 (t, J=5,5 Hz, 1 H, NH), 7,09 (d, J=7,0 Hz, 1 H, NH), 7,16 - 7,33 (m, 30 H, Ar-H). Anal, calc,
para Cis1H241N4O23P (2511,55): C, 72,21; H, 9,67; N, 2,23. Encontrado: C, 72,13; H, 9,82; N, 2,17.

Ejemplo 67 Preparacion del compuesto 77

De manera similar a la descrita para 33, el compuesto 76 (70 mg, 0,03 mmoles) se convirtié en 77 (42,5 mg, 78%) TLC:
Rt= 0,37 (cloroformo: metanol: agua, 3: 1: 0,1). [cx]D22— -11,0 (c 0,1, cloroformo: metanol, 4: 1). ES-MS calculada para
Ci109H205N4023P: 1969,5. Obtenido (modo negativo): 1968,5 (M-H, maximo isotdpico).

Ejemplo 68 Preparaciéon del compuesto 78

El &cido lipidico 17 (1,5 g, 4,5 mmoles), el compuesto de azucar 27 (3,18 g, 7,8 mmoles), EDCI (1,3 g, 6,8 mmoles) y
DMAP (0,275 g, 2,2 mmoles) se recogieron en diclorometano anhidro (40 ml) y se agitaron durante 3 horas a
temperatura ambiente bajo atmosfera de nitrégeno. TLC indicé la terminacion de la reaccién. El disolvente se eliminé al
vacio y el residuo incoloro se purifico por cromatografia en gel de silice (acetato de etilo el 10% en hexano) para
proporcionar 78 (2,4 g, 70%). TLC: Rs= 0,54 (hexano: acetato de etilo, 3: 1). [a]D =+ 69,1 (c 0,53, cloroformo).

"H RMN (300 MHz, CDCls): & =0,88 (t, J=6,5 Hz, 3 H, CHa), 1,25 (br s, 18 H), 1,32 (s, 3 H, CHs), 1,43 (s, 3 H, CHg), 1,51
(m, 2 H), 2,42 (dd, J=15,5, 5,5 Hz, 1 H), 2,68 (dd, J=15,5, 6,5 Hz, 1 H), 3,71 - 3,86 (m, 5 H), 4,02 (ddd, J=10,0, 10,0, 3,5
Hz, 1 H, H-2), 4,45 (d, J=11,5 Hz, 1 H), 4,49 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,55 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,58 (d, J=11,5 Hz, 1 H), 4,69
(d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,71 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,92 (d, J=3,5 Hz, 1H,H-1), 5,24 (dd, J=10,0, 10,0 Hz, 1H,H-3), 5,32 (d,
J=10,0 Hz, 1H, NH), 7,30 (m, 10 H, Ar-H).

Ejemplo 69 Preparacion del compuesto 79

El compuesto 78 (2,4 g) y 80% de acido acético en acetato de etilo (50 ml) se agité a 35°C durante 2 horas. Se elimin6 a
continuacion el disolvente a presién reducida y se evapora junto con tolueno. El residuo incoloro obtenido se purificd por
cromatografia en gel de silice (10% de acetona en tolueno) para proporcionar 79 (2,1 g, 85%). TLC: Rs= 0,25 (tolueno:
acetona, 4:1). [cx]D = +54,6 (c 2,0, cloroformo).

'H RMN (300 MHz, CDCls): & =0,88 (t, J=6,5 Hz, CHs), 1,25 (br s, 18 H, 9 CHy), 1,51 (m, 2 H, CHy), 1,99 (br s, 1 H, OH),
2,49 (dd, J=14,5, 4,5 Hz, 1 H), 2,61 (dd, J=14,5, 7,5 Hz, 1 H), 3,01 (br s, 1 H, OH), 3,62 - 3,95 (m, 6 H), 4,98 (d, J=12,0
Hz, 1 H), 4,50 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,53 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,62 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,67 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,94 (d,
J=3,5Hz, 1 H, H-1), 5,15 (dd, J=10,0, 9,0 Hz, 1 H, H-3), 5,29 (d, J=9,0 Hz, 1 H, NH), 7,30 (m, 10 H, Ar-H).

Ejemplo 70 Preparacién del compuesto 80

En un procedimiento similar al descrito para 46, se traté el compuesto 41 (1,45 g, 1,60 mmoles) con cianoborohidruro
sédico (1,0 g, 15,96 mmoles) y solucién saturada reciente de éter dietilico con gas cloruro de hidrégeno para
proporcionar 80 (1,23 g, 85%) tras la cromatografia en gel de silice uItrarraplda (inicialmente con hexano: acetato de
etilo, 5: 1 y luego 4. 1). TLC: Ri=0,20 (hexano: acetato de etilo, 4: 1). [a]o?’= +47,5 (¢ 1,0, CHCla).

'"H RMN (300 MHz, CDClz): § 0,88 (t, J=6,5 Hz, 6 H, 2 CH3), 1,25 (br s, 38 H, 19 CH>), 1,50 (m, 4 H, 2 CHy), 2,28 (1,
J=7,5 Hz, 2 H, CHy), 2,48 (d J=14,0, 4,0 Hz, 1 H), 2,58 (dd, J=14,0, 7,5 Hz, 1 H), 3,27 (d, J=3,5 Hz, 1 H, OH), 3,70 -
3,86 (m, 4 H), 3,92 - 4,03 (m, 2 H), 4,58 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,64 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,66 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,76 (d,
J=12,0 Hz, 1 H), 4,92 (d, J=3,5 Hz, 1 H, H-1), 5,13 (m, 2 H), 5,19- 5,31 (m, 2 H, CH>=CH), 5,40 (d, J=9,5 Hz, 1 H, NH),
5,88 (m, 1 H, CH>=CH), 7,30 (m, 5 H, Ar-H), ES-MS calc. para C47H76CIsNO+o: 919,5. Encontrado: 920,8 (M+H).

Ejemplo 71 Preparacion del compuesto 81

De manera similar a la descrita para 47, se tratdé el compuesto 80 (1,20 g, 1,30 mmoles) con 1H tetrazol y dibencil-
diisopropilfosforamidita (900 mg, 0,875 ml, 2,61 mmoles) en diclorometano anhidro (12 ml) y seguido de m-CPBA
(1,63 9, 55%, 5,22 mmoles) para proporcionar 81 (1,33 g, 86%) después de la cromatografia en gel de silice
(inicialmente hexano: acetato de etilo, 4: 1 y después 3: 1). TLC: R= 0,31 (hexano: acetato de etilo, 3: 1). [cx]D =+35,0
(c 1,0, CHCIg).

"H RMN (300 MHz, CDCla): & 0,88 (t, J=6,5 Hz, 6 H, 2 CHa), 1,24 (br s, 38 H, 19 CHy), 1,50 (m, 4 H, 2 CHa), 2,17 (,
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=7,0 Hz, 2 H, CHy), 2,41 (dd, J=16,5, 5,5 Hz, 1 H), 2,51 (dd, J=16,5, 7,5 Hz, 1 H), 3,66 (dd, J=11,0, 4,5 Hz, 1 H), 3,74
(d ,J=11,0, 2,0 Hz, 1 H), 3,91 (m, 1 H), 4,00 (m, 2 H), 4,20 (m, 1 H), 4,44 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,53 (m, 1 H, H-4), 4,54
(d, J=12,0, 1 H), 4,63 (d, J=12,0, 1 H), 4,88-4,95 (m, 5 H). 5,11 (m, 1 H), 5,20 - 5,32 (m, 2 H, CHo=CH), 5,35 (dd, J=10,5,

9,0 Hz, E H, H- 3), 5,41 (d, J=9,5 Hz, 1 H, NH), 5,88 (m, 1 H, CHx=CH), 7,30 (m, 15 H, Ar-H), ES-MS calc. para
Ce1HgaClsNO13P: 1179,6. Encontrado: 1181,0 (M+H).

Ejemplo 72 Preparacién del compuesto 82

De manera similar a la descrita para 42 se disolvié el compuesto 81 (1,30 g, 1,10 mmoles) en THF anhidro (10 ml) y se
traté con hexafluorofosfato de [bis(metildifenilfosfina](1,5-ciclooctadieno) iridio (I) (14 mg, 0,0165 mmoles), seguido de
tratamiento con agua (0,5 ml) y N- succmlmlda (NBS, 294 mg, 1,62 mmoles) para proporcionar 82 (950 mg, 76%). TLC:
R¢= 0,31 (acetato de etilo: hexano, 1: 2). [a]D =+17,5 (c 1,0, CHCIg).

'H RMN (300 MHz, CDCls): § 0,88 (t, J=6,5 Hz, 6 H, 2 CHs), 1,24 (br s, 38 H, 19 CHy), 1,50 (m, 4 H, 2 CHy), 2,18 (t,
J=7,0 Hz, 2 H, CHy), 2,39 (m, 2 H, CHy), 3,59 (dd, J=11,0, 6,0 Hz, | H), 3,71 (dd, J=11,0, 1,5 Hz, | H), 3,94 (m, 1H), 4,16
(m, 1 H), 4,40 (m, 3 H); 4,49 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,65 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,72 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,90 (m, 4 H), 5,09
(m, 1 H), 5,39 (t, J=3,5 Hz, 1 H, H-1), 5,37 (dd, J=10,0, 9,5 Hz, 1 H, H-3), 5,70 (d, J=9,5 Hz, 1 H, NH), 7,30 (m, 15 H, Ar-
H), ES-MS calc. para CsgHgsCIsNO13P: 1139,5. Encontrado: 1141,0 (M+H).

Ejemplo 73 Preparacion del compuesto 83

En un procedimiento similar al descrito para 43, el compuesto 82 (920 mg, 0,81 mmoles) se tratd con tricloroacetonitrilo
(2 ml) y DBU (4 gotas). La purificacién por cromatografia en gel de silice ultrarrdpida (hexano: acetato de etilo, 4: 1, 3 5
1y 3: 1, con 0,5% de trietilamina) proporcioné 83 (700 mg, 68%). TLC: R= 0,36 (hexano: acetato de etilo, 3: 1). [a]p*’=
+12,5 (c 0,4, CHCl3).

"H RMN (300 MHz, CDCls): & 0,88 (t, J=6,5 Hz, 6 H, 2 CHa), 1,24 (br s, 38 H, 19 CHy), 1,50 (m, 4 H, 2 CHy), 2,19 (t,
J=7,0 Hz, 2 H, CHy), 2,46 (m, 2 H, CHy), 3,71 (m, 2 H), 4,04 (m, 1 H), 4,15 (ddd, J=1,0, 8,5, 3,5 Hz, 1 H, H-2), 4,43 (
J=12,0 Hz, 1 H), 4,52 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,61 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,71 (ddd, J=9,5, 9,5, 9,5 Hz, 1 H, H-4), 4,77 (
J=12,0 Hz, 1 H), 4,94 (m, 4 H), 5,12 (m, 1 H), 4,39 (dd, J=10,0, 9,5 Hz, 1 H, H-3), 5,65 (d, J=8,5 Hz, 1 H, NH), 6,47 (
J=3,5 Hz, 1 H, H-1), 7,32 (m, 15 H, Ar-H), 8,72 (s, 1 H, NH), ES-MS calc. para CgoHssClsN2013P: 1282,4. Encontrado:
1284,0 (M+H).

d,
d,
d

Ejemplo 74 Preparacién del compuesto 84

De manera similar a la descrita para 44, el imidato 83 (190 mg, 0,148 mmoles) y 79 (112 mg, 0,148 mmoles) se trataron
con trifluoroboro dietileterato en solucion de diclorometano (0,1 M, 0,4 ml) para proporcionar 84 (172 mg, 66%). TLC:
Ri= 0,25 (hexano: acetato de etilo, 2,5: 1). [a]o?’= +17,5 (c 2,0, CHCla).

'H RMN (600 MHz, CDCl5): § 0,88 (t, J=6,5 Hz, 9 H, 3 CHg), 1,24 (br s, 56 H, 28 CHy), 1,42 - 1,62 (m, 6 H, 3 CHy), 2,23
(m, 2 H, CH,), 2,38 (dd, J=15,0, 8,0 Hz, 1 H), 2,46 (dd, J=15,0, 4,0 Hz, 1 H), 2,47 (dd, J=15,0, 5,0 Hz, 1 H), 2,63 (dd,
J=15,0, 7,5 Hz, 1 H), 3,00 (s, 1 H, OH), 3,48 (m, 1 H, lipido-33-H), 3,61 (dd, J=11,0, 5,5 Hz, 1 H), 3,65 (m, 2 H), 3,78 (dd,
J=11,0, 2,0 Hz, 1 H), 3,83 (m, 3 H), 3,94 (ddd, J=10,0, 10,0, 4,0 Hz, 1 H, H-2), 4,06 (obr d, J=10,0 Hz, 1 H), 4,42 (ddd,
J=9,5,9,5,9,5 Hz, 1 H, H-4’), 4,45 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,50 (m, 4 H), 4,52 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,57 (d, J=12,0 Hz, 1 H),
4,66 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,72 (m, 2 H), 4,90 (m, 6 H), 5,15 (dd, J=10,0, 10,0 Hz, 1 H, H-3), 5,19 (m, 1 H, lipido-33-H),
5,25 (d, J=10,0 Hz, 1 H, NH), 5,38 (dd, J=10,0, 10,0 Hz, 1 H, H-3"), 5,61 (d, J=8,0 Hz, 1 H, NH), 7,30 (m, 25 H, Ar-H),

La asignacion se baso en espectro de 'H-'H COSY.

Para una prueba estructural, se trat6 el compuesto 84 con anhidrido acético y piridina para proporcionar su
monoacetato. TLC: Re= 0,30 (tolueno: acetona, 8: 1). [a]p*°= +21,4 (c 0,4, CHCls).

"H RMN (300 MHz, CDCl3): & 0,88 (t, J=6,5 Hz, 9 H, 3 CHa), 1,23 (br s, 56 H, 28 CH), 1,50 (m, 6 H, 3 CHy), 1,80 (s, 3 H,

CHa), 2,18 (t, J=7,0 Hz, 2 H, CH>), 2,44 (m, 3 H), 2,53 (dd, J=16,0, 7,0 Hz, 1 H), 3,45 (m, 1 H), 3,61 (m, 3 H), 3,80 (m, 2

H), 3,97 (m, 3 H), 4,42 (m, 1 H), 4,49 (m, 6 H), 4,58 - 4,75 (m, 5 H), 4,89 (m, 2 H), 4,91 (m, 2 H), 4,96 (d, J=3,5 Hz, 1 H,
-1), 5,05 (dd, J=10,0, 10,0 Hz, | H, H-4), 5,24 (d, J=10,0 Hz, 1 H, NH), 5,32 (dd, J=10,0, 10,0 Hz, 2 H, H-3, H-3’), 5,7

(d, J=8,0 Hz, 1 H, NH), 7,30 (m, 25 H, Ar-H).

Ejemplo 75 Preparacién del compuesto 85

Se disolvié el compuesto 84 (30 mg, 0,017 mmoles) en acido acético (10 ml) y se traté con cinc (1,0 g) a temperatura
ambiente durante 30 min. Se filtré el solido y se lavd con diclorometano (50 ml). Se eliminé el disolvente y se purifico el

residuo por cromatografia en gel de silice ultrarrapida (1% a 3% de metanol en diclorometano) para proporcionar el
compuesto de amina libre (20 mg, 78%).

41



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2370262 T3

La solucion del compuesto de amina libre anterior (19 mg, 0,012 mmoles), 14 (22,5 mg, 0,049 mmoles) y DCC (10,2 mg,
0,049 mmoles) en diclorometano anhidro (3 ml) se agité a temperatura ambiente durante 20 h. Se eliminé el disolvente y
el residuo se purificd por cromatografia en gel de silice ultrarrapida repetida (inicialmente con 0,5 a 2% de metanol en
diclorometano y a continuacién hexano: acetona, 6: 1) para proporcionar 85 (16 mg, 54%). TLC: Ri= 0,43 (4% metanol
en diclorometano). [a]o®’= +30,0 (c 0,25, CHCls).

'H RMN (600 MHz, CDCls): 8 0,90 (m, 21 H, 7 CHg), 1,25 (m, 132 H, 66 CHy), 1,50 (m, 14 H, 7 CHy), 2,18 (dd, J=8,5, 3,5
Hz, 1 H), 2,20 -2,37 (m, 9 H), 2,41 (dd, J=14,5, 7,5 Hz, 1 H), 2,44 (dd, J=15,5, 4,5 Hz, 1 H), 2,48 (dd, J=15,5, 3,5 Hz, 1
H), 2,63 (dd, J=15,5, 7,0 Hz, 1 H), 3,58 - 3,63 (m, 2 H), 3,67 (m, 1 H), 3,72 - 3,79 (m, 4 H), 3,81 - 3,86 (m, 2 H), 4,00 (dd,
J=11,0, 2,5 Hz, 1 H), 4,24 (ddd, J=10,5, 9,0, 3,5 Hz, 1 H, H-2), 4,38 (ddd, J=9,0, 9,0, 9,0 Hz, 1 H, H-4’), 4,44 (d, J=12,0,
1 H), 4,44 (d, J=11,5 Hz, | H), 4,45 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,51 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,54 (d, J=11,5 Hz, 1 H), 4,70 (d,
J=12,0 Hz, 1 H), 4,88 (m, 5 H), 4,99 (d, J=8,0 Hz, 1 H, H-1"), 5,05 (m, 1 H), 5,13 (m, 2 H), 5,18 (dd, J=10,5, 9,0 Hz, 1 H,
H-3), 5,34 (dd, J=10,5, 9,0 Hz, 1 H, H-3"), 5,92 (d, J=9,0 Hz, 1 H, NH), 6,27 (d, J=7,5 Hz, 1 H, NH), 7,30 (m, 25 H, Ar-H),
ES-MS calc. para C145H237N2023P: 2405,7. Encontrado: 1204,4 (M+2H+).

Ejemplo 76 Preparacién del compuesto 86

En un procedimiento similar al descrito para 48, el compuesto 85 (12,0 mg, 0,005 mmoles) se convirtié en 86 (9,5 mg,
97%) TLC: R= 0,46 (cloroformo: metanol: agua, 3: 1: 1). [a]o?°= -6,6 (c 0,1, cloroformo: metanol, 4: 1). ES-MS calculada
para C11oH207N2023P: 1955,5. Obtenido: 1954,5 (M-H, modo negativo).

Ejemplo 77 Preparacion del compuesto 87

En un procedimiento similar al descrito para 78, el &cido lipidico 20 (547,9 mg; 1,33 mmoles) se traté con EDCI
(286,82 mg, 1,33 mmoles), DMAP (85,36 mg, 1,15 mmoles) y 28 (706,14 mg, 1,46 mmoles) en CHxCl> anhidro (14,0 ml)
para proporcionar 87 (1,08 g, 92%) tras la cromatografia ultrarrdpida (acetato de etilo: hexano, 1: 9). TLC: R= 0,31
(acetato de etilo: hexano, 1: 7). [a]D =+33,1 (c 1,0, cloroformo).

/40 (m, 4 H), 2,35 (dd, J=15,0, 6,0 Hz, 1
72 (dd, J=9,5, 9,5 Hz, 1 H), 3,79 (dd,
10,0, 4,5 Hz, 1 H), 4,67 (d, J=12,0

d, J=10,0, 10,0 Hz, 1 H, H-

'H RMN (300 MHz, CDCls): & 0,88 (t, J=6,5 Hz, 6 H, 2 CH3), 1,25 (m, 36 H)
H), 2,60 (dd, J=15,0, 6,5 Hz, 1 H), 3,28 (m, 1 H), 3,41 (m, 1 H), 3,63 (m,
J=10,0, 10,0 Hz, 1 H), 3,91 - 4,10 (m, 3 H), 4,23 (m, 1 H), 4,23 (m, 1 H), 4,3
Hz, 1 H), 4,76 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,94 (d, J=3,5 Hz, 1 H, H-1), 5,23 - 5,39 (m, 3 H), 5,41 (d

3), 5,52 (s, 1 H), 5,90 (m, 1 H), 7,34 (m, 3 H), 7,44 (m, 2 H).

e
o T

Ejemplo 78 Preparacion del compuesto 88

Se afadié acetonitrilo (140 ml) a 87 (1,655 g; 1,863 mmoles) y se enfrid a 0°C. A esta suspensién se afiadié BHz-MeaNH
(550,8 mg, 9,48 mmoles), se agitdé durante tres minutos y después se trat6é lentamente con BF3;-OE, (1,2 ml). Después
de la adicion, la reaccién se dejé agitar a 0°C y a continuacion 45 minutos a temperatura ambiente. La mezcla de
reaccion transparente se vertié en un embudo de separacién que contenia NaHCOs saturado (50,0 ml), la capa acuosa
se separd a continuacion y se lavd con acetato de etilo (150 ml). Las capas organicas combinadas se concentraron a
sequedad y su residuo se purificd por cromatografia en gel de silice ultrarrapida (acetato de etilo: hexano, 1: 7) para
proporcionar el compuesto 88 (1,25 g, 72%). TLC: Ri= 0,14 (hexano: acetato de etilo, 7: 1). [cx]DZO_ +35,6 (¢ 1,0,
cloroformo).

"H RMN (300 MHz, CDCls): & 0,88 (m, 6 H, 2 CHa), 1,25 (m, 36 H), 1,50 - 1,60 (m, 4 H), 2,45 (dd, J=15,0, 5,0 Hz, 1 H),
2,67 (dd, J=15,0, 7,0 Hz, 1 H), 3,04 (d, J=2,5 Hz, 1 H), 3,42 (m, 2 H), 3,66 - 3,87 (m, 6 H), 4,00 (m, 2 H), 4,20 (m, 1 H),
4,58 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,64 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,68 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,73 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,94 (d, J=35 Hz,
1H, H-1), 5,12 - 5,33 (m, 4 H), 5,90 (m, 1 H), 7,30 (m, 5 H)

Ejemplo 79 Preparacién del compuesto 89

En un procedimiento similar al descrito para 32, el compuesto 88 (1,21 g; 1,364 mmoles) se traté con 1H-tetrazol
(288 mg, 4,11 mmoles), dibencil-disopropilfosforamidita (916 ul) y a continuacion con m-CPBA (942 mg, 5,456 mmoles).
La cromatografia en columna de gel de silice ultrarrapida (acetona: hexano, 1: 7) proporcion6 el compuesto 89 con 72%
de rendimiento. TLC: R¢= 0,53 (hexano/acetato de etilo, 4: 1). [a]o*’= +37,6 (c 1,0, cloroformo).

"H RMN (300 MHz, CDCly): § 0,88 (t, J=6,5 Hz, 6 H, 2 CHz), 1,25 (m, 36 H), 1,40 (m, 4 H), 2,31 (dd, J=16,0, 6,5 Hz, 1
H), 2,53 (dd, J=16,0, 6,0 Hz, 1 H), 3,19 (m, 1 H), 3,33 (m, 1 H), 3,55 (m, 1 H), 3,72 (m, 2 H), 3,90 - 4,04 (m, 3 H), 4,20
(m, 1 H), 4,46 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,53 - 4,63 (m, 3 H), 4,81 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,92 (m, 5 H), 5,21 - 5,33 (m, 3 H), 5,39
(dd, J=10,0, 10,0 Hz, 1 H, H-3), 5,90 (m, 1 H), 7,30 (m, 15 H, Ar-H).
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Ejemplo 80 Preparacién del compuesto 90

En un procedimiento similar al descrito para 42, el compuesto 89 (1,13 g, 0,98 mmoles) se tratd6 con una solucion
saturada de hexafluorofosfato de [bis(metildifenilfosfina)](1,5-ciclooctadieno) iridio (I) (25,2 mg, 0,03 mmoles) con gas
hidrégeno en THF anhidro (23 ml) y seguido del procedimiento habitual. Se extrajeron parcialmente las impurezas de 90
en bruto en hexano y esta etapa se repiti6 unas pocas veces hasta que se obtuvo 90 puro con 79% de rendimiento
(860,8 mg). TLC: Ri= 0,48 (hexano: acetato de etilo, 4: 1). [a]o>’= +16,2 (c 0,50, cloroformo).

'H RMN (300 MHz, CDCl): § 0,88 (t, J=6,5 Hz, 6 H, 2 CHs), 1,25 (br s, 36 H), 1,45 (m, 4 H), 2,30 (dd, J=16,0, 6,0 Hz, |
H), 2,51 (dd, J=16,0, 6,0 Hz, 1 H), 3,19 (m, 1 H), 3,32 (m, H), 3,53 - 3,65 (m, 3 H), 3,75 (dd, J=11,0, 2,0 Hz, 1 H), 3,94
(m, 1 H), 4,17 (m, 1 H), 4,42 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,45 (m, 1 H, H-4), 4,52 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,57 (d, J=12,0 Hz, 1 H),
4,72 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,86 - 4,95 (m, 4 H), 5,28 (dd, J=3,5, 3,5 Hz, 1 H, H-1), 5,33 (d, J=10,0 Hz, 1 H, NH), 5,40 (dd,
J=10,5, 9,5 Hz, 1 H, H-3), 7,30 (m, 15 H, Ar-H).

Ejemplo 81 Preparacion del compuesto 91

En un procedimiento similar al descrito para 43, el compuesto 90 (900 mg, 0,82 mmoles) se tratd con tricloroacetonitrilo
(1 ml) y DBU (4 gotas) a temperatura ambiente durante 2 h. Se elimind el disolvente y el residuo se purificé por
cromatografia en gel de silice ultrarrdpida (acetato de etilo: hexano, 1: 4 y 1: 3,5, con 0,5% de trietilamina) para
proporcionar 91 (626 mg, 61%). TLC: Ri= 0,30 (acetato de etilo: hexano, 1: 3). [cx]DZO_ +42,7 (¢ 2,0, cloroformo).

'H RMN (300 MHz, CDCls): & =0,88 (t, J=6,5 Hz, 6 H, 2 CHg), 1,25 (br s, 36 H) 1,40 (m, 4 H), 2,37 (dd, J=15,5, 6,0 Hz, 1
H), 2,53 (dd, J=15,5, 6,0 Hz, 1 H), 3,21 (m, 1 H), 3,34 (m, 1 H), 3,57 (m, 1 H), 3,73 (d, J=2,5 Hz, 2 H), 4,04 (m, 1 H), 4,15
(ddd, J=9,5, 8,5, 3,5 Hz, 1 H, H-2), 4,45 (d, J=12,0, Hz, 1 H), 4,50 (d, J=12,0 Hz 1 H), 4,53 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,80 (m
1 H), 4,83 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,95 (m, 4 H), 5,30 (d, J=8,5 Hz, 1 H, NH), 5,43 (dd, J=10,5, 9,5 Hz, 1 H, H-3), 6,45 (d,
J=3,5Hz, 1 H, H-1), 7,30 (m, 15 H, Ar-H), 8,75 (s, 1 H, NH).

Ejemplo 82 Preparacion del compuesto 92

En un procedimiento similar al descrito para 44, la mezcla de imidato 91 (221,1 mg, 0,17 mmoles), compuesto 79
(109,7 mg, 0,15 mmoles) y tamices moleculares (4 A, 500 mg) en CH2Cl> (4 ml) se traté con una solucion diluida de BF3
dietileterato (75 pl). Esta solucion diluida de BF3 eterato se prepard diluyendo 50 pl de soluciéon de BF3 eterato con
300 pl de CH2Cl> anhidro. Seguido del procedimiento habitual y cromatografia en gel de silice (acetato de etilo: CHxCl:
hexano 1: 1: 2) proporciond el compuesto puro 92 (183,1 mg, 68%). TLC: Ri= 0,35 (acetato de etilo: hexano, 1: 2).
[a]o®°= +21,2 (c 0,5, cloroformo).

'H RMN (500 MHz, CDCl3): & =0,88 (t, J=6,5 Hz, 9 H, 3 CHa), 1,26 (m, 54 H), 1,42 - 1,60 (m, 6 H), 2,34 (dd, J=16,0, 6,0
Hz, 1 H), 2,44 (dd, J=16,0, 5,0 Hz, 1 H), 2,47 (dd, J=15,0, 5,0 Hz, 1 ), ,63( d, J=15,0, 7,5 Hz, 1 H), 3,11 (d, J=3,5 Hz,
1H, OH), 3,21 (m, 1 H), 3,35 (m, 1 H), 3,54 (m, 1 H), 3,65 (m, 3 H), 3,82 (m, 4 H), 3,92 (ddd, J=10,0, 10,0, 3,5 Hz, 1 H,
H-2), 4,07 (br d, J=9,5 Hz, 1 H), 4,45 (d, J=11,5 Hz, 1 H), 4,47 - 4,61 (m, 7 H), 4,65 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,65 (m, 1 H),
4,70 (d, J=11,5 Hz, 1 H), 4,80 (d, J=8,0 Hz, 1 H, H-1"), 4,90 (m, 5 H), 5,16 (dd, J=9,5 H, 9,5 Hz, 1 H), 5,26 (d, J=10,0 Hz,
1 H, NH), 5,37 (m, 2 H), 7,30 (m, 25 H, Ar-H).

Ejemplo 83 Preparacion del compuesto 93

En un procedimiento similar al descrito para 85, el compuesto 92 (173,9 mg) se convirtié en su compuesto amino libre
con Zn en polvo (475 mg) y &cido acético (4 ml). La mezcla del compuesto aminico se acopl6 con el &cido lipidico 20
(251 mg, 0,58 mmoles) utilizando DCC (205,83 mg = 1,0 mmol). Tras el desarrollo habitual y cromatografia en gel de
silice (acetona: hexano cloroformo) proporcioné 93 puro (96,3 mg, 45%). TLC: R=0,30 (hexano: diclorometano:
acetona, 6: 2: 1). [a]o*°= +22,0 (c 1,0, cloroformo).

"H RMN (500 MHz, CDCls): & =0,88 (t, J=6,5 Hz, 21 H, 7 CHs), 1,
H), 2,32 (dd, J=16,0, 6,5 Hz, 1 H), 2,42 (dd, J=15,0, 5,0 Hz, 1 H),
Hz, 1 H), 3,18 (m, | H), 3,28 - 3,41 (m, 5 H), 3,49 - 3,56 (m, 4 H), 3,
9,5, 3,5 Hz, 1 H, H-2), 4,43 (m, 4 H), 4,51 (d, J=11,5 Hz, 1 H), 4,53 (d, J=11,5 Hz, 1 H), 4,69 (d, J=11,5 Hz, 1 H), 4,83 (d,
J=8,0 Hz, 1 H, H-1), 4,89 (m, 5 H), 5,19 (dd, J=10,5, 9,5 Hz, 1 H), 5,36 (dd, J=10,5, 9,5 Hz, 1 H), 6,44 (d, J=9,5 Hz, 1 H,
NH), 6,57 (d, J=7,5 Hz, 1 H, NH), 7,30 (m, 25 H, Ar-H).

24 (m, 126 H), 1,30 - 1,50 (m, 14 H), 2,21 - 2,31 (m, 4
2,50 (dd, J=15,5, 5,5 Hz, 1 H), 2,61 (dd, J=15.5, 7,0
61 - 3,87 (m, 8 H), 4,02 (m, 1 H), 4,28 (ddd, J=10,5,

Ejemplo 84 Preparacién del compuesto 94
En un procedimiento similar al descrito para 33, el compuesto 93 (60,8 mg, 0,027 mmoles) se convirtié en 94 que se
purificé por cromatografia en gel de silice (cloroformo: metanol: agua: acido acético, 15:1: 0, 1 0,1) para proporcionar 94

(26,9 mg, 55%) TLC: Ri= 0,32 (cloroformo: metanol: agua: acido acético, 10: 1: 0,1: 0,1). [cx]D = +15,0 (¢ 0,1,
cloroformo). ES-MS calculada para C104H201N2020P: 1829,5. Obtenido: 1829,5 ( modo negatlvo M-H, maximo isotopico
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de ®C).
Ejemplo 85 Preparacion del compuesto 95

El compuesto 27 (500 mg, 1,03 mmoles) y tricloroacetamidato de bencilo (521 mg, 2,06 mmoles) se disolvieron en
diclorometano anhidro: hexano, 1: 2 (15 ml) y se anadieron tamices moleculares (4 A, ~1,0 g). Se agit6 la mezcla a
temperatura ambiente durante 15 min. y se anadi6 &cido trifluorometansulfénico (460 mg, 28 pl, 0,31 mmoles). La
reaccion continu6 durante 2 h. y a continuacion se anadié trietilamina (0,2 ml). Se filtré el s6lido a través de celite y se
lavé con diclorometano. Se concentré el filtrado al vacio y se purificéd el residuo por cromatografla en gel de silice
ultrarrapida para proporcionar 95 (300 mg, 56%). TLC: Ri= 0,36 (acetato de etilo: hexano, 1: 4). [a]o®’= +93,8 (c 0,8,
CHCls).

"H RMN (300 MHz, CDCls):  =1,45 (s, 3 H, CHa), 1,55 (s, 3 H, CHs), 3,62 (dd, J=10,0, 8,5 Hz, 1 H), 3,70 - 3,88 (m, 5
3,98 (ddd, J=10,0, 10,0, 3,5 Hz, 1 H), 4,47 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,63 (d, J=12,0 Hz, 1H), 4,68 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,71
J=12,0 Hz, 1 H), 4,75 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,86 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,93 (d, J=3,5 Hz, 1 H, H-1), 5,09 (d, J=10,0 Hz, 1
NH), 7,30 (m, 10 H, Ar-H).

H),
(d,
H

Ejemplo 86 Preparacién del compuesto 96

El compuesto 95 (280 mg, 0,49 mmoles) se traté con &cido acético: agua (4: 1, 20 ml) a 45°C durante 2 h. El
procedimiento habitual y la cromatografia en gel de silice ultrarrapida (tolueno acetona, 4: 1) proporcioné 96 (247 mg,
95%). TLC: R= 0,20 (tolueno: acetona, 3: 1). [a]o*°= +90,0 (c 0,5, CHCls). [a]p>°= +90,0 (c 0,5, CHCls).

'"H RMN (300 MHz, CDCl3): 8 =2,00 (br s, 1 H, OH), 2,60 (br s, 1 H, OH), 3,62 - 3,73 (m, 3 H), 3,81 (br s, 2 H), 3,98 (ddd,
J=10,0, 10,0, 4,0 Hz, 1 H, H-2), 4,50 (d, J=11,5 Hz, 1 H), 4,66 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,70 (d, J=11,5 Hz, 1 H), 4,72 (d,
J=12,0 Hz, 1 H), 4,77 (d, J=11,5 Hz, 1 H), 4,82 (d, J=11,5 Hz, 1 H), 4,93 (d, J=4,0 Hz, 1 H, H-1), 5,19 (d, J=10,0 Hz, 1 H,
NH), 7,30 (m, 10 H, Ar-H), ES-MS calc. para C23H26CIsNO7: 533,1. Encontrado: 533,8 (M+H).

Ejemplo 87 Preparacion del compuesto 97

El compuesto 96 (450 mg, 0,84 mmoles) se disolvioé en acido acético (30 mg) y se tratd con zinc (6,0 g) a temperatura
ambiente durante 6 h. Se filtré el s6lido y se lavo con acido acético, y el filtrado se concentré al vacio. El residuo a través
de una columna corta de gel de silice (6% a 8% de diclorometano en metanol) para proporcionar 97 (300 mg, 95%).
TLC: Ri= 0,20 (6% metanol en diclorometano). [a]p™= +133,0 (c 0,2, metanol).

"H RMN (300 MHz, CDsOD): & =3,10 (dd, J=10,0, 3,5 Hz, 1 H, H-2), 3,57 - 3,82 (m, 5 H), ,6 ( ,J=11,5 Hz, 1 H), 4,69
(d, J=11,0 Hz, 1 H), 4,75 (d, J=11,5 Hz, 1 H), 5,06 (d, J=11,0 Hz, 1 H), 5,23 (d, J=3,5 Hz, 1 H, H-1), 7,35 (m, 10 H, Ar-H).

Ejemplo 88 Preparacion del compuesto 98

En un procedimiento similar al descrito para 55, el compuesto 97 (100 mg, 0,28 mmoles) se traté con 23 (162 mg,
0,25 mmoles) y DCC (209 mg, 1,02 mmoles) en diclorometano: dimetilformamida (5: 1, 6 mI) El procedimiento habitual
seguido por la cromatografia en gel de silice uItrarraplda (cloroformo: acetona, 9: 1) proporciond 98 (93 mg, 38%). TLC:
R¢= 0,30 (diclorometano: metanol, 100: 2). [cx]D =+52,0 (c 0,4, cloroformo).

"H RMN (300 MHz, CDCls): & =0,88 (t, J=6,5 Hz, 6 H, 2 CHg), 1,25 (br s, 54 H), 1,45 - 1,60 (m, 6 H), 2,00 (m, 1 H, OH),
2,29 (dd, J=15,5, 5,5 Hz, 1 H), 2,40 (m, 3 H), 2,50 (d, J=1,5 Hz, 1 H, OH), 3,37 (t, J=6,5 Hz, 2 H), 3,61 - 3,80 (m, 5 H),
4,30 (ddd, J=9,5, 9,5, 3,5 Hz, 1 H, H-2), 4,48 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,65 (d, J=11,5 Hz, 1 H), 4,70 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,73
(d, J=11,5 Hz, 1 H), 4,89 (d, J=3,5 Hz, 1 H, H-1), 5,07 (m, 1 H), 5,96 (d, J=8,5 Hz, 1 H, NH), 7,30 (m, 10 H, Ar-H), ES-
MS calc. para CeoH101NOg: 979,7. Encontrado: 980,9 (M+H).

Ejemplo 89 Preparacién del compuesto 99

En un procedimiento similar para 44, la mezcla, 91 (188 mg, 0,15 mmoles), 98 (93 mg, 0,10 mmoles), tamices

moleculares (4 A, 1,0 g) y diclorometano anhidro (3 ml) se trat6 con solucién de BF3 heterato (0,05 M en diclorometano,

0,6 ml). El procedimiento habitual seguido por cromatografia en gel de silice ultrarrapida repetida (hexano: acetato de

etllo 2,5: 1 y 2: 1; tolueno: acetona, 8: 1) para proporcionar 99 (109 mg, 56%). TLC: Ri= 0,33 (hexano: acetato de etilo,
:1). [a]p™= +24,0 (c 0,3, cloroformo).

'H RMN (500 MHz, CDCls): & =0,88 (t, J=6,5 Hz, 15 H, 5 CHa), 1,25 (m, 90 H), 1,40 - 1,58 (m, 10 H), 2,25 -2,45 (m, 6 H),
2,95 (br's, 1 H, OH), 3,21 (m, 1 H), 3,36 (m, 3 H), 3,47 - 3,53 (m, 2 H), 3,57 - 3,67 (m, 4 H), 3,72 (m, 2 H), 3,80 (m, 2 H),
4,03 (br d, J=11,0 Hz, 1 H), 2 ( dd, J=10,0, 9,0, 35 Hz, 1 H, H-2), 4,44 (d, J=11,5 Hz, 1 H), 4,48 (m, 3 H), 4,59 (m, 2
H), 4,67 (d, J=11,5 Hz, 1 H), 4,6 (d, =11,5 Hz, 1 H), 4,75 (d, J=11,5 Hz, 1 H), 4,85 - 4,92 (m, 6 H), 5,04 (m, 1 H), 5,36

(m, 2 H), 5,80 (d, J=9,0 Hz, 1 H, NH), 7,30 (m, 25 H, Ar-H).

44



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2370262 T3

Ejemplo 90 Preparacién del compuesto 100

En un procedimiento similar al descrito para 45, el compuesto 99 (95 mg, 0,046 mmoles) se convirtié en su compuesto
100 amino libre utilizando zinc el polvo (2,0 g) y acido acético (20 ml). EI compuesto en bruto se liofilizé en dioxano para
proporcionar 100 (85 mg, 97%). TLC: Ri= 0,11 (2% de metanol en diclorometano).

Ejemplo 91 Preparacién del compuesto 101

En un procedimiento similar al descrito para 45, el compuesto amino libre, 100 (42 mg, 0,02 mmoles) se acopl6 con
acido lipidico, 20 (36,8 mg, 0,09 mmoles) utilizando DCC (28 mg, 0,13 mmoles) en diclorometano anhidro (3 ml). El
procedimiento habitual seguido por cromatografia en gel de silice ultrarrapida (hexano: cloroformo: acetona, 6: 3: 1,5)
proporcioné 101 (38 mg, 75%). TLC: R¢= 0,50 (hexano: cloroformo: acetona, 6: 3: 2). [q]D2°= +21,2 (c 0,4, cloroformo).

'H RMN (600 MHz, CDCls): 5 =0,86 (m, 21 H, 7 CHs), 1,23 - 1,60 (m, 140 H), 2,20-2,39 (m, 8 H), 2,47 (dd, J=15,5, 5,5
Hz, 1 H), 3,17 (m, 1 H), 3,31 - 3,39 (m, 5 H), 3,50 - 3,67 (m, 7 H), 3,68 - 3,78 (m, 4 H), 3,84 (dd, J=11,0, 3,5 Hz, 1 H),
3,96 (dd, J=11,0, 3,0 Hz, 1 H), 4,21 (ddd, J=10,5, 9,0, 3,0 Hz, 1 H, H-2), 4,40 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,43 (d, J=12,0 Hz, 1
H), 4,44 (m, | H), 4,47 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,64 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,65 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,87 (m, 7 H), 5,03 (m, 1
H), 5,34 (dd, J=10,5 H, 9,0 Hz, 1 H), 5,75 (d, J=9,0 Hz, 1 H, NH), 6,57 (d, J=9,0 Hz, 1 H, NH), 7,30 (m, 25 H, Ar-H).

Ejemplo 92 Preparacion del compuesto 102

En un procedimiento similar al descrito para 33, bajo atmédsfera de hidrégeno el compuesto 101 (20 mg, 8,78 umoles) se
convirtié en 102 mediante paladio sobre carb6n activo (5%, 50 mg) en THF-acido acético (10: 1, 50 ml) durante 24 h. El
procedimiento habitual y la purificacién por cromatografia en gel de silice ultrarrapida (cloroformo: metanol: agua: acido
acético, 9: 1: 0,1: 0,1 y 8: 1: 0,1: 0,1) proporcion6 102 (12 mg, 75%). TLC: Rt= 0,38 (cloroformo: metanol: agua:
hidroxido aménico, 7: 3: 0,4: 0,2). [a]D2°= +2,0 (c 0,2, cloroformo: metanol, 4: 1). ES-MS calculada para C1g4H201N202P:
1829,4; observado: 1829,5 (modo negativo, M-H, maximo isotépico'>C).

Ejemplo 93 Preparacion del compuesto 103

En un procedimiento similar al descrito para 101, se trataron el compuesto 100 (42 mg, 0,02 mmoles) y 17 (30 mg, 0,09
mmoles) con DCC (28 mg, 0,134 mmoles) en diclorometano anhidro (3 ml) para proporcionar 103 (37 mg, 76%) que se
purificé por cromatografia en gel de silice ultrarrapida regetida (hexano: acetato de etilo, 2: 1; hexano: acetona, 3: 1).
TLC: Ri= 0,39 (hexano: cloroformo: acetona, 6: 3: 2). [a]po> = +21,2 (c 0,4, cloroformo).

"H RMN (600 MHz, CDCls): 5 =0,86 (m, 18 H, 6 CHa), 1,23 - 1,60 (m, 120 H), 2,23 (dd, J=15,0, 6,5 Hz, 1 H), 2,25 - 2,39
(m, 7 H), 2,44 (dd, J=15,5, 5,5 Hz, 1 H), 3,17 (m, 1 H), 3,34 (m, 3 H), 3,50 - 3,76 (m, 12 H), 3,89 (dd, J=11,0, 3,0 Hz, 1
H), 4,20 (ddd, J=10,0, 9,0, 3,0 Hz, 1 H, H-2), 4,37 (d, J=11,5 Hz, 1 H), 4,39 - 4,43 (m, 3 H), 4,46 (d, J=11,5 Hz, 1 H),
4,51 (d, J=8,0 Hz, 1 H), 4,53 (d, J=11,5 Hz, 1 H), 4,61 (d, J=11,5 Hz, 1 H), 4,65 (d, J=12,0 Hz, 1 H), 4,82 - 4,90 (m, 6 H),
5,03 (m, 1 H), 5,22 (dd, J=10,0, 9,0 Hz, 1 H), 5,71 (d, J=9,0 Hz, 1 H, NH), 6,38 (d, J=8,0 Hz, 1 H, NH), 7,30 (m, 30 H, Ar-
H).

Ejemplo 94 Preparacion del compuesto 104

En un procedimiento similar al descrito para 102, el compuesto 103 (16 mg, 7,27 umoles) se traté con paladio sobre
carboén activo (50 mg) bajo atmésfera de hidrégeno en THF: acido acético (10: 1, 50 ml) para proporcionar 104 (10,5 mg,
87%) que se purificd por cromatografia en gel de silice ultrarrapida (cloroformo: metanol: agua: acido acético, 9: 1: 0,1:
0,1,8:1:0,1:0,1y6:1:0,1:0,1). TLC: Ri= 0,20 (cloroformo: metanol: agua: hidréxido aménico, 7: 3: 0,4: 0,2). [a]p™’= -
3,5 (c 0,2, cloroformo: metanol, 4: 1). ES-MS calculada para Cge2H177N202P: 1661,3; observado: 1661,3 (modo negativo,
M-H, maximo isotépico'®C).

Ejemplo 95 Preparacion de formulaciones liposémicas

Los analogos 33, 48, 54, 58, 70, 77, 86, 94, 102, 104 de lipido A sintético y el producto comercial de lipido A Lipido A
Natural, se incorporaron en formulaciones liposémicas. El Lipido A Natural se adquiri6 en AVANTI y contenia una
mezcla de analogos de lipido A extraidos de la pared celular bacteriana de Salmonella.

Por lo general, la formulacién liposémica estaba compuesta por 400 ug de lipopéptido BP1-148 a base de MUC1, HxN-
STAPPAHGVTSAPDTRPAPGSTAPPK(Pal)G-OH, 200 ug de analogo de lipido A, 6,94 mg de colesterol, 1,46 mg de
dimiristol-fosfatidilglicerol (DMPG) y 11,62 mg de dipalmitoil-fosfatidilcolina (DPPC) por 1 ml de solucién salina (solucién
salina de NaCl al 0,9%). Los montajes liposémicos se formularon disolviendo en primer lugar los fosfolipidos, colesterol
y analogo de lipido A en terc-butanol a aproximadamente 53°C. Se anadieron a continuacion lipopéptido y agua (5%,
v/v) a la solucién de terc-butanol. La soluciéon de terc-butanol al 95% transparente resultante se inyectd en
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aproximadamente 4 volimenes de agua agitada rapidamente a aproximadamente 50°C, utilizando un jeringuilla de
vidrio con una aguja de calibre 18. Las pequefias vesiculas unilaminares (SUV) formadas en este proceso se enfriaron,
se estabilizaron por filtracion a través de un filtro de membrana de 0,22 um, se llenaron en viales y se liofilizaron. El
polvo anhidro se rehidraté con solucion salina esterilizada antes de la inyeccion, dando como resultado la formacion de
grandes vesiculas multilaminares (MLV). Los liposomas formados se utilizan para inmunizar ratones.

Ejemplo 96 Ratones inmunizados con vacunas liposémicas

Se inmunizaron por via subcutdnea grupos de ratones negros C57 con la vacuna liposémica que contenia 40 ug de
lipopéptido BP1-148 a base de MUC1 (figura 34), que tiene la secuencia peptidica de HaN-
STAPPAHGVTSAPDTRPAPGSTAPPK(Pal)G-OH, y 20 ug de analogo de lipido A por dosis. Nueve dias después de la
inyeccion de la vacuna se sacrificaron los ratones y se extrajeron linfocitos de los ganglios linfaticos drenantes
(respuesta local) o de los bazos (respuesta general) para determinar la respuesta inmunitaria en cada grupo. Los
linfocitos extraidos de los ratos inmunizados se incubaron en cultivos in vitro en presencia de antigeno BP1-151 de
refuerzo a base de MUC1, que tiene la secuencia peptidica HoN-STAPPAHGVTSAPDTRPAPGSTAPPK-OH.

Ejemplo 97 Medicion de la proliferacion de linfocitos T

Se evalué la proliferacion de linfocitos T utilizando un ensayo de incorporacion de *H-timidina patrén. En resumen, se
anadieron linfocitos de ganglio linfatico inguinal pasados a través de lana de nilén de cada ratdn a un cultivo que
contenia 10° esplenocitos isogénicos tratados con mitomicina C natural, que sirve como células presentadoras de
antigeno (CPA). Se afadié a cada pocillo 20 ug de péptido BP1-151 de refuerzo a base de MUC1, HaN-
STAPPAHGVTSAPDTRPAPGSTAPPK-OH (codigo de aminoacidos de una sola letra, tabla 8), se anadié para
referencia positiva; y los cultivos que no contienen ni antigeno ni péptido BP1-72, que tiene la secuencia peptidica HzN-
EAIQPGCIGGPKGLPGLPGP-OH, se utilizaron como referencia negativa. Se incub6 el cultivo durante 72 h. en un
volumen total de 250 pl/pocillo, seguido de adicion de 1 pCi de *H-timidina en un volumen de 50 pl. Se incubaron las
placas durante otras 18 a 20 h. Se recogieron las células y se midi6 la incorporacion de [*H]dTh por recuento de
centelleo liquido. Los resultados de la proliferacion de linfocitos T correspondientes a varias vacunas liposémicas con
adyuvante de diferentes anélogos de lipido A se resumen en las tablas 1 a 3 y en las figura 31 a figura 33.

Descripcion de las tablas de 1 a 8

Tabla 1 Proliferacion de linfocitos T y produccion de interferon-gamma de anélogos 33, 48 y 58 de lipido A

Tabla 2 Proliferacion de linfocitos T y produccion de interferon-gamma de anélogos 48, 54, 70, 77 y 86 de lipido A
Tabla 3 Proliferacion de linfocitos T y produccion de interferon-gamma de anélogos 86, 94, 102 y 104 de lipido A
Tabla 4 Comparacién de toxicidad letal de analogos sintéticos y naturales de lipido A

Tabla 5 Abreviaturas frecuentes utilizadas en el texto

Tabla 6 Listado de estructuras de analogos de lipido A preparados en la presente invencion

Tabla 7 Listado de denominaciones de la IUPAC de compuestos preparados en la presente invencién

Tabla 8 Cédigos de aminoéacidos de una sola letra y de tres letras

Tabla 1 Proliferacion de linfocitos T y produccion de interferon-gamma de anéalogos 33, 48 y 58 de lipido A

Analogos de lipido A Proliferacion de linfocitos T (CPM) | Interferén-gamma (IFN-y, pg/ml)
33 822 0
48 14112 2430
58 686 0
lipido A natural 14172 2938
solucidn salina 3274 0

Tabla 2 Proliferacion de linfocitos T y produccion de interferon-gamma de andlogos 48, 54, 70, 77 y 86 de lipido A

Analogos de lipido A Proliferacién de linfocitos T (CPM) | Interferén-gamma (IFN-y, pg/ml)

48 28149 18261
54 32976 36166
70 25034 17321
77 2565 0
86 52382 36461

lipido A natural 37851 31741

solucidn salina 183 0
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Ejemplo 98 Medicion de la produccion de interferén-gamma (IFN-y)

Se determinaron las concentraciones de interferon-gamma (IFN-y) en los sobrenadantes de cultivo celular utilizando
ensayo inmunoabsorbente con encima ligada (ELISA). Se recubrieron placas de 96 pocillos con 50 ul de Mab receptor
en 50 pl de R4.6AZ a 37°C durante 30 min. Se lavaron a continuacioén las placas y se incubaron con muestras de
ensayo durante 45 min. Después de dos lavados se afadi6é el segundo anticuerpo biotinilado, XMG1.2. Después del
lavado, se afiadi6 estreptavidina conjugada con peroxidasa y se incubd otra vez durante 30 min. Por Ultimo, se
anadieron 100 pl solucion de sustrato de peroxidasa de rabano picante (HRPO). Se midi6 la densidad 6ptica con un
lector de ELISA Thermomax a una longitud de onda de 405 nm en modo cinético durante 10 min. Las concentraciones
de interferobn-gamma (IFN-y) correspondientes a varios analogos de lipido-A se muestran en la tablas 1 a 3 y en las
figura 31 a figura 33.

Tabla 3 Proliferacion de linfocitos T y produccion de interferon-gamma de anélogos 86, 94, 102 y 104 de lipido A

Analogos de lipido A Proliferacion de linfocitos T (CPM) | Interferbn-gamma (IFN-y, pg/ml)
86 15486 17697
94 10882 2150
102 13389 10587
104 12635 14669
lipido A natural 14539 31166
solucion salina 5078 362

Ejemplo 99 Toxicidad letal de analogos de lipido A sintético y natural

Se ensay0 la toxicidad letal del analogo 86 de lipido A sintético y el de lipido A natural (para mas detalle véase el
Ejemplo 95). Los procedimientos y resultados del ensayo se resumen a continuacion (Tabla 4).

a) Preparacion de solucion de analogo de lipido A: Se disolvié 1 mg de analogo de lipido a en 1 ml de DMSO al 20% y
se diluy6 con solucion salina para obtener dosis de 50 pg, 10 pgy 2 ug en 0,5 ml.

b) Preparacion de actinomicina D: Se disolvieron 5 mg de actinomicina D en 1 ml de etanol y se diluyeron con solucion
salina para obtener una dosis de 550 ug/Kg en 0,5 ml.

c) Procedimiento: Se inyectaron por via intraperitoneal (i.p.) varias dosis de analogo de lipido A o de disolvente como
referencia en ratones negros C57. Veinte minutos después todos los grupos de ratones se inyectaron con 500 pl de
actinomicina D. Se observo a continuacion la mortalidad en los ratones o cualquier otro sintoma de toxicidad.

Durante el primer periodo de observacion de 24 horas los tres ratones inyectados con la alta dosis de 50 ug de Lipido A
Natural asi como los dos ratones inyectados con una dosis de 10 ug de Lipido A Natural se encontraron muertos
(Tabla 4). Los grupos de ratones inyectados con las tres dosis de analogo 86 de lipido A sintético y los ratones
inyectados con la dosis baja de 2 ug de Lipido A Natural sobrevivieron al estudio. No se registraron mas muertes de
ratones después de las 24 horas y el experimento se concluyd 4 dias después. Los resultados de este estudio
demostraron que el analogo 86 de lipido a sintético es mucho menos tdxico que el producto Lipido A Natural probado
en este experimento.

Tabla 4 Comparacion de la toxicidad letal de analogos de lipido A sintético y natural

Grupo Analogo de lipido A Dosis (ug/ul) Actinomicina D | n° supervivientes / n® ensayados (+ 24 h.)
1 86 50/500 + 3/3
2 86 10/500 + 3/3
3 86 2/500 + 3/3
4 Natural 50/500 + 0/3
5 Natural 10/500 + 1/3
6 Natural 2/500 + 3/3
7 Disolvente 0/500 + 3/3

Los ejemplos anteriores describieron los procedimientos detallados de la sintesis de analogos de lipido A y sus
productos intermedios, y los procedimientos para preparar vacunas liposémicas, con adyuvantes de analogos de lipido
A sintético, para provocar respuestas inmunitarias especificas en ratones. Las abreviaturas corrientes utilizadas en el
texto de la presente invencién se presentan en la Tabla 5. Las estructuras de analogos de lipido A preparados y
probados en su poder adyuvante se presentan en la Tabla 6. Un listado completo de las denominaciones de la IUPAC
de todos los compuestos preparados en la presente invencién se proporciona en la Tabla 7. Para la secuencia
peptidica, se utilizan cddigos de aminoacidos de una sola letra en la presente invencién. Como referencia, por favor
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véase el listado de codigos de una sola letra y tres letras estandares de amino&cidos naturales Tabla 8.

All

APC
BF3;OEt:
Bn

'‘Bu
m-CPBA
CPM
DBU
DCC
(-)-DIPCI
DAMP
DMF
DMPG
DPPC
DMSO
EDCI
ES-MS
Et
Fmoc
IFN-y
LPS

Me
MLV
NBS
NMM
RMN
Pal

Ph

Phth
IPr

Py
SuUvV

Tf

ATF
THF
TLC
Troc
Trt
p-TsOH

Tabla 5 Abreviaturas frecuentes utilizadas en el texto

alilo

célula presentadora de antigeno
triflouroborano dietil-eterato
bencilo

terc-butilo

acido m-cloroperbenzdico
recuentos por minuto
1,8-diazabiciclo[5,4,0]lundec-7-eno
dicicohexilcarbodiimida
(-)-B-clorodiisopinocanfenilborano
4-dimetilaminopiridina
dimetilformamida
dimiristoil-fosfatidil-glicerol
dipalmitoil-fosfatidil-colina
sulféxido de dimetilo

hidrocloruro de 1-[3-(dimetilamina)propil]-3-etil carbodihimida
espectrometria de masas con atomizacion de electrones
etilo

9-fluorenilmetoxicarbonilo
interferbn-gamma
lipopolisacéarido

metilo

vesiculas multilaminares grandes
N-bromosuccinimida
N-metilmorfolina

resonancia magnética nuclear
palmitoilo

fenilo

ftalimido

isopropilo

piridina

vesiculas unilaminares pequefas
trifluorometil-sulfonilo

acido trifluoroacético
tetrahidrofurano

cromatografia en capa fina
tricloetoxilcarbonilo

trifenilmetilo

acido p-toluensulfénico
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Tabla 7 Listado de denominaciones de la IUPAC de compuestos preparados en la presente invencion

Compuesto 1
Compuesto 2
Compuesto 3
Compuesto 4
Compuesto 5
Compuesto 6
Compuesto 7
Compuesto 8
Compuesto 9
Compuesto 10
Compuesto 11
Compuesto 12
Compuesto 13
Compuesto 14
Compuesto 15
Compuesto 16
Compuesto 17
Compuesto 18
Compuesto 19
Compuesto 20
Compuesto 21
Compuesto 22
Compuesto 23
Compuesto 24
Compuesto 25
Compuesto 26
Compuesto 27
Compuesto 28

Compuesto 29

Compuesto 30

Compuesto 31

Ester terc-butilico del acido N-9-fluorenilmetoxicarbonil-L-aspartico

Ester terc-butilico del &cido (3S)-3-(9-fluorenilmetoxicarbonilamino)-4-nonilamino-4-oxo-butirico
Ester terc-butilico del 4cido (3S)-3-amino-4-nonilamino-4-oxo-butirico

Ester terc-butilico del &cido (3S)-3-tetradecanamido-4-nonilamino-4-oxo-butirico

Acido (3S)-3-tetradecanamido-4-nonilamino-4-oxo-butirico

Ester etilico del &cido 3-hidroxitetradecanoico

Acido 3-hidroxitetradecanoico o acido 3-hidroxi-miristico

Acido (3R)-3-hidroxitetradecanoico o 4cido (3R)-3-hidroxi-miristico

Ester fenacilico del 4cido (3R)-3-hidroxitetradecanoico

Ester fenacilico del acido (3R)-3-dodecanoiloxitetradecanoico

Ester fenacilico del acido (3R)-3-tetradecanoiloxitetradecanoico

Ester fenacilico del 4cido (3R)-3-hexadecanoiloxitetradecanoico

Acido (3R)-3-dodecanoiloxitetradecanoico

Acido (3R)-3-tetradecanoiloxitetradecanoico

Acido (3R)-3-hexadecanoiloxitetradecanoico

Ester fenacilico del 4cido (3R)-3-bencioxitetradecanoico

Acido (3R)-3-bencioxitetradecanoico

Trifluorometansulfonato de dodecilo

Ester fenacilico del acido (3R)-3-dodeciloxitetradecanoico

Acido (3R)-3-dodeciloxitetradecanoico

(4R)-4-hidroxipentadeceno-1

(4R)-4-[(3R)-3-dodeciloxitetradecanoiloxi]-pentadeceno-1

Acido (3R)-3-[(3R)-3-dodeciloxitetradecanoiloxi]-tetradecanoico
2-desoxi-2-(2,2,2-tricloroetoxicarbonilamino)-a-D-glucopirandsido de bencilo
2-desoxi-2-(2,2,2-tricloroetoxicarbonilamino)-a-D-glucopirandsido de alilo
2-desoxi-4,6-di-O-benciliden-2-(2,2,2-tricloroetoxicarbonilamino)-a-D-glucopiranésido de bencilo
2-desoxi-4,6-di-O-isopropiliden 2-(2,2,2-tricloroetoxicarbonilamino)-a-D-glucopiranésido de bencilo
2-desoxi-4,6-di-O-benciliden-2-(2,2,2-tricloroetoxicarbonilamino)-a-D-glucopirandésido de alilo

2-desoxi-4,6-di-O-benciliden-2-(2,2,2-tricloroetoxicarbonilamino)-3-O-tetradecanoil-a-D-
glucopiranésido de bencilo

2-desoxi-4,6-di-O-benciliden-2-[(3S)-3-tetradecanamido-4-nonilamino-4-oxo-butanamido]-3-O-
tetradecanoil-a-D-glucopiranésido de bencilo

6-O-bencil-2-desoxi-2-[(3S)-3-tetradecanamido-4-nonilamino-4-oxo-butanamido]-3-O-tetradecanoil-
a-D-glucopiranésido de bencilo
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Compuesto 32

Compuesto 33

Compuesto 34
Compuesto 35
Compuesto 36
Compuesto 37
Compuesto 38

Compuesto 39

Compuesto 40

Compuesto 41

Compuesto 42

Compuesto 43

Compuesto 44

Compuesto 45

Compuesto 46

Compuesto 47

Compuesto 48

Compuesto 49

Compuesto 50

Compuesto 51

Compuesto 52
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6-O-bencil-2-desoxi-4-O-(di-O-bencil-fosfono)-2-[(3S)-3-tetradecanamido-4-nonilamino-4-oxo-
butanamido]-3-O-tetradecanoil-a-D-glucopiranésido de bencilo

2-desoxi-4-O-fosfono-2-[(3S)-3-tetradecanamido-4-nonilamino-4-oxo-butanamido]-3-O-
tetradecanoil-a/B-D-glucopiranosa

2-desoxi-2-ftalimido-B-D-glucopiranésido
2-desoxi-2-ftalimido-6-O-trifenilmetil-B-D-glucopirandsido
2-desoxi-3,4-di-O-bencil-2-ftalimido-6-O-trifenilmetil-B-D-glucopirandsido de bencilo
2-desoxi-3,4-di-O-bencil-2-ftalimido-B-D-glucopiranésido de bencilo
2-amino-2-desoxi-3,4-di-O-bencil-B-D-glucopirandsido de bencilo

2-desoxi-3,4-di-O-bencil-2-[(3R)-3-hexadecanoiloxitetradecanamido]-B-D-glucopirandsido de
bencilo

2-desoxi-3,4-di-O-bencil-2-[(3R)-3-tretradecanoiloxitetradecanamido]-3-D-glucopiranésido de
bencilo

2-desoxi-4,6-di-O-benciliden-3-O-[(3R)-3-tretradecanoiloxitetradecanoil]-2-(2,2,2-
tricloroetoxicarbonil-amino)-a-D-glucopiranésido de alilo

2-desoxi-4,6-di-O-benciliden-3-O-[(3R)-3-tretradecanoiloxitetradecanoil]-2-(2,2,2-
tricloroetoxicarbonil-amino)-a/B-D-glucopiranosa

Tricloroacetamidato de 2-desoxi-4,6-di-O-benciliden-3-O-[(3R)-3-tretradecanoiloxitetradecanoil]-2-
(2,2,2-tricloroetoxicarbonil-amino)-a-D-glucopiranosilo

2-desoxi-6-0O-{2-desoxi-4,6-di-O-benciliden-3-O-[(3R)-3-tretradecanoiloxitetradecanoil]-2-(2,2,2-
tricloroetoxicarbonilamino)-B-D-glucopiranosil}-3,4-di-O-bencil-2-[(3R)-3-hexadecanoiloxi-
tetradecanamido]-B-D-glucopiranésido de bencilo

2-desoxi-6-0O-{2-desoxi-4,6-di-O-benciliden-2-[(3R)-3-dodecanoiloxitetradecamido]-3-O-[(3R)-3-
tetradecanoiloxitetradecanoil]-B-D-glucopiranosil}-3,4-di-O-bencil-2-[(3R)-3-hexadecanoiloxi-
tetradecanamido]-B-D-glucopiranésido de bencilo

2-desoxi-6-0O-{6-O-bencil-2-desoxi-2-[(3R)-3-dodecanoiloxitetradecamido]-3-O-[(3R)-
tetradecanoiloxitetradecanoil]-B3-D-glucopiranosil}-3,4-di-O-bencil-2-[(3R)-3-hexadecanoiloxi-
tetradecanamido]-B-D-glucopiranésido de bencilo

2-desoxi-6-0-{6-O-bencil-4-O-(di-O-bencil-fosfono)-2-desoxi-2-[(3R)-3-
dodecanoiloxitetradecamido]-3-O-[(3R)-tetradecanoiloxitetradecanoil]-B-D-glucopiranosil}-3,4-di-O-
bencil-2-[(3R)-3-hexadecanoiloxi-tetradecanamido]-f-D-glucopirandsido de bencilo

2-desoxi-6-0O-{2-desoxi-2-[(3R)-3-dodecanoiloxitetradecamido]-4-O-fosfono-3-O-[(3R)-3-
tetradecanoil-oxitetradecanoil]-B-D-glucopiranosil}-2-[(3R)-3-hexadecanoiloxitetradecanamido]-a/f-
D-glucopiranosa

2-desoxi-6-0O-{2-desoxi-4,6-di-O-benciliden-3-O-[(3R)-3-tetradecanoiloxitetradecanoil]-2-(2,2,2-
tricloroetoxicarbonilamino)-B-D-glucopiranosil}-3,4-di-O-bencil-2-[(3R)-3-hexadecanoiloxi-
tetradecanamido]-B-D-glucopiranésido de bencilo

2-desoxi-6-0O-{2-amino-2-desoxi-4,6-di-O-benciliden-3-O-[(3R)-3-tretradecanoiloxitetradecanoil]- -
D-glucopiranosil}-3,4-di-O-bencil-2-[(3R)-3-tetradecanoiloxitetradecanamido]--D-glucopiranésido
de bencilo

2-desoxi-6-0O-{2-desoxi-4,6-di-O-benciliden-2-[(3R)-3-tetradecanoiloxitetradecamido]-3-O-[(3R)-3-
tetradecanoiloxitetradecanoil]-B-D-glucopiranosil}-3,4-di-O-bencil-2-[(3R)-3-tetradecanoiloxi-
tetradecanamido]-f3-D-glucopiranésido de bencilo

2-desoxi-6-0O-{6-O-bencil-2-desoxi-2-[(3R)-3-tetradecanoiloxitetradecamido]-3-O-[(3R)-3-
tetradecanoiloxi-tetradecanoil]-B-D-glucopiranosil}-3,4-di-O-bencil-2-[(3R)-3-
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Compuesto 53

Compuesto 54

Compuesto 55

Compuesto 56

Compuesto 57

Compuesto 58

Compuesto 59
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tetradecanoiloxitetradecanamido]--D-glucopiranésido de bencilo

2-desoxi-6-0-{6-O-bencil-4-O-(di-O-bencil-fosfono)-2-desoxi-2-[(3R)-3-
tetradecanoiloxitetradecamido]-3-O-[(3R)-3-tetradecanoiloxitetradecanoil]-B-D-glucopiranosil}-3,4-
di-O-bencil-2-[(3R)-3-tetradecanoil-oxitetradecanamido]-B-D-glucopirandsido de bencilo

2-desoxi-6-0O-{2-desoxi-4-O-fosfono-2-[(3R)-3-tetradecanoiloxitetradecamido]-3-O-[(3R)-3-
tetradecanoiloxitetradecanoil]-B3-D-glucopiranosil}-2-[(3R)-3-tetradecanoiloxitetradecanamido]-o/B-
D-glucopiranosa

2-desoxi-6-0-{2-desoxi-4,6-di-O-benciliden-2-[(3S)-3-tetradecanamido-4-nonilamino-4-oxo-
butanamido]-3-O-[(3R)-3-tetradecanoiloxitetradecanoil]-3-D-glucopiranosil}-3,4-di-O-bencil-2-[(3R)-
3-tetradecanoiloxi-tetradecanamido]-3-D-glucopiranésido de bencilo

2-desoxi-6-0-{6-0O-bencil-2-desoxi-2-[(3S)-3-tetradecanamido-4-nonilamino-4-oxo-butanamido]-3-
O-[(3R)-3-tetradecanoiloxitetradecanoil]-B-D-glucopiranosil}-3,4-di-O-bencil-2-[(3R)-3-
tetradecanoiloxi-tetradecanamido]-B-D-glucopiranésido de bencilo

2-desoxi-6-0O-{6-O-bencil-4-0O.di.becil-fosfono)-2-desoxi-2-[(3S)-3-tetradecanamido-4-nonilamino-4-
oxo-butanamido]-3-O-[(3R)-3-tetradecanoiloxitetradecanoil]-B-D-glucopiranosil}-3,4-di-O-bencil-2-
[(3R)-3-tetradecanoil-oxitetradecanamido]-3-D-glucopiranésido de bencilo

2-desoxi-6-0O-{2-desoxi-2-[(3S)-3-tetradecanamido-4-nonilamino-4-oxo-butanamido]-4-O-fosfono-3-
O-[(3R)-3-tetradecanoiloxitetradecanoil]-B-D-glucopiranosil}-2-[(3R)-3-
tetradecanoiloxitetradecanamido]-a/B-D-glucopiranosa

2-desoxi-4,6-di-O-benciliden-2-ftalimido-f-D-glucopiranésido de bencilo
3-0-alil-2-desoxi-6-O-trifenilmetil-2-ftalimido-B-D-glucopiranésido de bencilo
3-0-alil-4-O-bencil-2-desoxi-6-O-trifenilmetil-2-ftalimido-3-D-glucopiranésido de bencilo
3-0-alil-4-O-bencil-2-desoxi-2-ftalimido-B-D-glucopirandsido de bencilo
3-0-alil-2-amino-4-O-bencil-2-desoxi-B-D-glucopiranésido de bencilo

3-0-alil-4-O-bencil-2-desoxi-2-[(3R)-3-tetradecanoiloxitetradecanamido]-B-D-glucopiranésido de
bencilo

3-0-alil-4-O-bencil-2-desoxi-6-O-{2-desoxi-4,6-di-O-benciliden-3-O-[(3R)-3-tetradecanoiloxi-
tetradecanoil]-2-(2,2,2-tricloroetoxicarbonilamino)-B-D-glucopiranosil}-2-[(3R)-3-tetradecanoiloxi-
tetradecanamido]-B-D-glucopiranésido de bencilo

3-0-alil-6-O-{2-amino-2-desoxi-4,6-di-O-benciliden-3-O-[(3R)-3-tetradecanoiloxitetradecanoil]-B-D-
glucopiranosil}-4-O-bencil-2-desoxi-2-[(3R)-3-tetradecanoiloxitetradecanamido]-f-D-
glucopiranésido de bencilo

3-0-alil-4-O-bencil-2-desoxi-6-O-{2-desoxi-4,6-di-O-benciliden-2-[(3R)-3-tetradecanoiloxi-
tetradecanamido]-3-O-[(3R)-3-tetradecanoiloxitetradecanoil]-3-D-glucopiranosil}-2-[(3R)-3-
tetradecanoiloxitetradecanamido]--D-glucopiranésido de bencilo

3-0-alil-4-O-bencil-2-desoxi-6-0O-{2-desoxi-6-O-bencil-2-[(3R)-3-tetradecanoiloxitetradecanamido]-
3-0-[(3R)-3-tetradecanoiloxitetradecanoil]-B-D-glucopiranosil}-2-[(3R)-3-
tetradecanoiloxitetradecanamido]-f-D-glucopiranésido de bencilo

3-0-alil-4-O-bencil-2-desoxi-6-0O-{2-desoxi-6-O-bencil-4-O-(di-O-bencil-fosfono)-2-[(3R)-3-
tetradecanoiloxitetradecanamido]-3-O-[(3R)-3-tetradecanoiloxitetradecanoil]-B-D-glucopiranosil}-2-
[(3R)-3-tetradecanoiloxitetradecanamido]-B-D-glucopirandsido de bencilo

2-desoxi-6-0O-{2-desoxi-2-[(3R)-3-tetradecanoiloxitetradecanamido]-4-O-fosfono-3-O-[(3R)-3-
tetradecanoiloxitetradecanoil]-3-D-glucopiranosil}-3-O-propil-2-[(3R)-3-tetradecanoiloxi-
tetradecanamido]-a/B-D-glucopiranosa

4-0O-bencil-2-desoxi-6-0-{2-desoxi-4,6-di-O-benciliden-3-O-[(3R)-3-tetradecanoiloxitetradecanoil]-2-

(2,2,2-tricloroetoxicarbonilamino)-B-D-glucopiranosil}-2-[(3R)-3-tetradecanoiloxitetradecanamido]--
D-glucopiranésido de bencilo
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4-0O-bencil-3-O-[(3R)-3-benciloxitetradecanoil]-2-desoxi-6-O-[2-desoxi-4,6-di-O-benciliden-3-O-
[(8R)-3-tetradecanoiloxitetradecanoil]-(2,2,2-tricloroetoxicarbonilamino)-f-D-glucopiranosil}-2-[(3R)-
3-tetradecanoiloxi-tetradecanamido]-3-D-glucopiranésido de bencilo

6-0-{2-amino-2-desoxi-4,6-di-O-benciliden-3-O-[(3R)-3-tetradecanoiloxitetradecanoil]-B-D-
glucopiranosil}-4-O-bencil-3-O-[(3R)-3-tetradecanoiloxitetradecanoil]-2-desoxi-2-[(3R)-3-
tetradecanoiloxitetradecanamido]-f-D-glucopiranésido de bencilo

4-0O-bencil-3-O-[(3R)-3-benciloxitetradecanoil]-2-desoxi-6-0O-{2-desoxi-4,6-di-O-benciliden-2-[(3S)-
3-tetradecanamido-4-nonilamino-4-oxo-butanamido]-3-O-[(3R)-3-tetradecanoiloxitetradecanoil]-3-
D-glucopiranosil}-2-[(3R)-3-tetradecanoiloxitetradecanamido]-3-D-glucopiranésido de bencilo

4-0O-bencil-3-0O-[(3R)-3-benciloxitetradecanoil]-6-O-{6-O-bencil-2-desoxi-2-[(3S)-3-tetradecanamido-
4-nonilamino-4-oxo-butanamido]-3-O-[(3R)-3-tetradecanoiloxitetradecanoil]-B-D-glucopiranosil}-2-
desoxi-2-[(3R)-3-tetradecanoiloxitetradecanamido]-f-D-glucopiranésido de bencilo

4-0O-bencil-3-O-[(3R)-3-benciloxitetradecanoil]-6-O-{6-O-bencil-4-O-(di-O-bencil-fosfono)-2-desoxi-
2-[(3S)-3-tetradecanamido-4-nonilamino-4-oxo-butanamido]-3-O-[(3R)-3-
tetradecanoiloxitetradecanoil]-B-D-glucopiranosil}-2-desoxi-2-[(3R)-3-
tetradecanoiloxitetradecanamido]-f-D-glucopiranésido de bencilo

2-desoxi-6-0O-[2-desoxi-2-(3S)-3-tetradecanamido-4-nonilamino-4-oxo-butanamido]-4-O-fosfono-3-
O-[(3R)-3-tetradecanoiloxitetradecanoil]-B-D-glucopiranosil}-3-O-[(3R)-3-hidroxitetradecanoil]-2-
[(3R)-3-tetradecanoiloxitetradecanaimido]-a/B-D-glucopiranésido de bencilo

3-0O-[(3R)-3-benciloxitetradecanoil]-2-desoxi-4,6-di-O-isopropiliden.2-(2,2,2-
tricloroetoxicarbonilamino)-a-D-glucopiranésido de bencilo

3-0-[(3R)-3-benciloxitetradecanoil]-2-desoxi-2-(2,2,2-tricloroetoxicarbonilamino)-a-D-
glucopiranésido de bencilo

6-O-bencil-2-desoxi-3-O-[(3R)-3-tetradecanoiloxitetradecanoil]-2-(2,2,2-tricloroetoxicarbonilamino)-
a-D-glucopiranésido de alilo

6-0-bencil-4-O-(di-O-bencil-fosfono)-2-desoxi-3-O-[(3R)-3-tetradecanoiloxitetradecanoil]-2-(2,2,2-
tricloroetoxicarbonilamino)-a-D-glucopirandsido de alilo

6-0-bencil-4-O-(di-O-bencil-fosfono)-2-desoxi-3-O-[(3R)-3-tetradecanoiloxitetradecanoil]-2-(2,2,2-
tricloroetoxicarbonilamino)-a/B-D-glucopiranosa

Tricloroacetamidato de 6-O-bencil-4-O-(di-O-bencil-fosfono)-2-desoxi-3-O-[(3R)-3-tetradecanoiloxi-
tetradecanoil]-2-(2,2,2-tricloroetoxicarbonilamino)-a-D-glucopiranosilo

6-0-{6-0-bencil-4-O-(di-O-bencil-fosfono)-2-desoxi-3-O-[(3R)-3-tetradecanoiloxitetradecanoil]-2-
(2,2,2-tricloroetoxicarbonilamino)-B-D-glucopiranosil}-3-O-[(3R)-3-benciloxitetradecanaoil]-2-desoxi-
2-(2,2,2-tricloroetoxicarbonilamino)-a-D-glucopiranésido de bencilo

6-0-{6-0-bencil-4-O-(di-O-bencil-fosfono)-2-desoxi-3-O-[(3R)-3-tetradecanoiloxitetradecanoil]-2-
[(3R)-3-tetradecanoiloxitetradecanamido]-[3-D-glucopiranosilo]-3-O-[(3R)-3.benciloxitetradecanoil]-
2-desoxi-2-[(3R)-3-tetradecanoiloxitetradecanamido]-a-D-glucopirandsido de bencilo
2-desoxi-6-0O-{2-desoxi-4-O-fosfono-2-[(3R)-3-tetradecanoiloxitetradecanamido]-3-O-[(3R)-3-
tetradecanoiloxitetradecanoil]-B-D-glucopiranosil}-3-O-[(3R)-3.hidroxitetradecanoil]-2-[(3R)-3-
tetradecanoiloxitetradecanamido]-a/B-D-glucopiranosa

2-desoxi-4,6-di-O-benciliden-3-O-[(3R)-3-dodeciltetradecanoil]-2-(2,2,2-tricloroetoxicarbonilamino)-
a-D-glucopiranésido de alilo

6-O-bencil-2-desoxi-3-O-[(3R)-3-dodeciltetradecanoil]-2-(2,2,2-tricloroetoxicarbonilamino)-a-D-
glucopiranésido de alilo

6-0-bencil-4-O-(di-O-bencil-fosfono)-2-desoxi-3-O-[(3R)-3-dodeciloxitetradecanoil]-2-(2,2,2-
tricloroetoxicarbonilamino)-a-D-glucopirandsido de alilo

6-O-bencil-4-O-(di-O-bencil-fosfono)-2-desoxi-3-O-[(3R)-3-dodeciloxitetradecanoil]-2-(2,2,2-
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tricloroetoxicarbonilamino)-a/B-D-glucopiranosa

Tricloroacetamidato de  6-O-bencil-4-O-(di-O-bencil-fosfono)-2-desoxi-3-O-[(3R)-3-dodeciloxi-
tetradecanoil]-2-(2,2,2-tricloroetoxicarbonilamino)-a-D-glucopiranosilo

6-0-{6-0-bencil-4-O-(di-O-bencil-fosfono)-2-desoxi-3-O-[(3R)-3-dodeciloxitetradecanoil]-2-(2,2,2-
tricloroetoxicarbonilamino)-B-D-glucopiranosil}-3-O-[(3R)-3-benciloxitetradecanaoil]-2-desoxi-2-
(2,2,2-tricloroetoxicarbonilamino)-a-D-glucopiranésido de bencilo

6-0-{6-0-bencil-4-O-(di-O-bencil-fosfono)-2-desoxi-3-O-[(3R)-3-dodeciloxitetradecanoil]-2-[(3R)-3-
dodeciloxitetradecanamido]-[3-D-glucopiranosilo]-3-O-[(3R)-3-benciloxitetradecanoil]-2-desoxi-2-
[(3R)-3-dodeciloxitetradecanamido]-a-D-glucopiranésido de bencilo

2-desoxi-6-0O-{2-desoxi-4-O-fosfono-2-[(3R)-3-dodeciloxitetradecanamido]-3-O-[(3R)-3-
dodeciloxitetradecanoil]-B-D-glucopiranosil}-3-O-[(3R)-3-hidroxitetradecanoil]-2-[(3R)-3-
dodeciloxitetradecanamido]-a/B-D-glucopiranosa

3-O-bencil-2-desoxi-4,6-di-O-isopropiliden-2-(2,2,2-tricloroetoxicarbonilamino)-a-D-glucopiranésido
de bencilo

3-O-bencil-2-desoxi-2-(2,2,2-tricloroetoxicarbonilamino)-a-D-glucopiranésido de bencilo
2-amino-3-0-bencil-2-desoxi-a-D-glucopiranésido de bencilo

3-O-bencil-2-desoxi-2-{(3R)-3-dodeciloxitetradecanoiloxi]-tetradecanamido}-a-D-glucopirandsido de
bencilo

3-0-bencil-6-0-{6-0-bencil-4-O-(di-O-bencil-fosfono)-2-desoxi-3-O-[(3R)-3-dodeciloxitetradecanoil]-
2-(2,2,2-tricloroetoxicarbonilamino)-B-D-glucopiranosil}-2-desoxi-2-{(3R)-[(3R)-3-dodeciloxi-
tetradecanaoiloxi]-tetradecamido}-a-D-glucopiranésido de bencilo

6-0-{2-amino-6-O-bencil-4-O-(di-O-bencil-fosfono)-2-desoxi-3-O-[(3R)-3-dodeciloxitetradecanoil]-
O-D-glucopiranosil}-3-O-bencil-2-desoxi-2-{(3R)-[(3R)-3-dodeciloxitetradecanaoiloxi]-
tetradecamido}-a-D-glucopiranésido de bencilo

3-0-bencil-6-O-{6-O-bencil-4-O-(di-O-bencil-fosfono)-2-desoxi-2-[(3R)-3-dodeciloxitetradecamido]-
3-0-[(3R)-3-dodeciloxitetradecanaoil]-B-D-glucopiranosil]-2-desoxi-2-[(3R)-3-(3R)-3-dodeciloxi-
tetradecanaoiloxi]-tetradecamido]-a-D-glucopiranésido de bencilo

2-desoxi-6-0O-{2-desoxi-4-O-fosfono-2-[(3R)-3-dodeciloxitetradecamido]-3-O-[(3R)-3-dodeciloxi-
tetradecanaoil]-B-D-glucopiranosil]-2-[(3R)-3-(3R)-3-dodeciloxitetradecanaoiloxi]-tetradecamido}-
a/B-D-glucopiranosa

3-0-bencil-6-O-{6-O-bencil-4-O-(di-O-bencil-fosfono)-2-desoxi-2-[(3R)-3-benciloxitetradecamido]-3-
O-[(3R)-3-dodeciloxitetradecanaoil]-3-D-glucopiranosil]-2-desoxi-2-[(3R)-3-(3R)-3-dodeciloxi-
tetradecanaoiloxi]-tetradecamido]-a-D-glucopiranésido de bencilo

2-desoxi-6-0O-{2-desoxi-4-O-fosfono-2-[(3R)-3-hidroxitetradecamido]-3-O-[(3R)-3-dodeciloxi-
tetradecanaoil]-B-D-glucopiranosil]-2-{(3R)-3-[(3R)-3-dodeciloxitetradecanaoiloxi]-tetradecamido}-
a/B-D-glucopiranosa

Tabla 8 Codigos de una sola letra y de tres letras de aminoéacidos

Aminodcido Cédigo de una sola letra Caddigo de tres letras
L-alanina A Ala
L-cisteina C Cys
L-aspartato D Asp
L-glutamato E Glu
L-fenilalanina F Phe
L-glicina G Gly
L-histidina H His
L-isoleucina [ lle
L-lisina K Lys
L-leucina L Leu
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Tabla 8 (Continuacion)

Aminodcido Cédigo de una sola letra Cddigo de tres letras
L-metionina M Met
L-asparajina N Asn
L-prolina P Pro
L-glutamina Q Gin
L-arginina R Arg
L-serina S Ser
L-treonina T Thr
L-valina \ Val
L-triptéfano w Trp
L-tirosina Y Tyr
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REIVINDICACIONES
1. Compuesto de la férmula siguiente:
z o] o} Y
Yo X2Rs  Rg X1Ry
ORs OR,

en la que por lo menos uno de entre Ry, Rz, Rs, R4, Rs es la estructura siguiente

RCO
SNH

R'NHCO._CL__CHECO

en la que los Ri, Rz, Rs, R4 y/0 Rs restantes, si existen, se seleccionan de entre el grupo constituido por hidrégeno, -
R, -COR y las estructuras siguientes

RCO_ X
NH |
R—CH— (CHa)i—A_
A'NHCO— CH—CH,CO ?
R'—~CH——(CHy),—B
R—AL,

R—/\O

R’—ClH——-(CHg)m— B._
X o)

| |
R— CH—(CHg),— A R*—CH— (CH2);—L

|
R'—CH—(CHy);—B

en las que cada R, R’, R” se selecciona independientemente para que sea un hidrégeno, o un hidrocarburo alifatico
Ci-20 sustituido o insustituido, ramificado o lineal, saturado o insaturado;

A, By L se seleccionan independientemente de entre el grupo constituido por grupos -CHz-, -C(=0)- y -C(=S)-;
cada X se selecciona independientemente de entre el grupo constituido por -OH,-SH, -NHzy -halégeno;

m y n se seleccionan independientemente de entre el intervalo de nimeros enteros entre 0 y 10 inclusive,

X1y Xz son -O- 0 -NH-,

Y1 e Y2 se seleccionan independientemente de entre el grupo constituido por -OH, -OP(O)(OH)2, -COOH, -OSOsH, -
CH(COOH), y -OP(O)(OH)(OCH2CH2NHy),

Z es H,-CH:E o -CH:MG, en la que E es -hidrégeno, -halégeno, -OH, -NH, -OSOzH, -SOsH, -P(O)(OH)2 o -
OP(O)OH)z; M es -O-, -S-, -OC(=0)-, -OC=(S)-, 0 -NHC(=0)-; G es un -hidrégeno, o un hidrocarburo alifatico C1-20
sustituido o insustituido, ramificado o lineal, saturado o insaturado,

o una sal fisiolégicamente aceptable de la misma.

2. Compuesto segun la reivindicacién 1, en el que X; y Xz son -NH-; Y1 es -OH o -OP(O)(OH)2; Y2 es -OH o -
OP(O)(OH)2; y Z es -CHOH.

3. Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que los grupos de sustitucion y la estereoquimica de las sustituciones
en los anillos de azucar estan definidas por la férmula siguiente:
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HO— LI’— Q
(lDH Rs °
NHRg4 o
Ra
Ry OH

NHR1

4. Compuesto segun la reivindicacién 3, en el que por lo menos uno de entre R+, Rz, Rs, R4 y Rs se selecciona de
entre los grupos siguientes

GHg(CH co CHa{CH2)1p~CH;
S(CHZhz—C ~NH 3{CH2) 10~ 2‘(}

CH3[CH2)3»-NH~CO-CL+-CH200 CH;,t{CHg)10~-~----C‘H--—CH2~CO\O

CHg(CHo)1g— CH—CH00
5. Compuesto segun la reivindicacién 4, en el que R1 y Rs son un grupo de la estructura siguiente

CHs(CHg}Q—-—-CO\O
CHQ(CHZ);Q———-—CL—-CHZCQ

y Rz es un atomo de hidrégeno o el grupo siguiente
HO
CHs{CHa};‘o——-Clri-—CHQCO
Rs es un atomo de hidrégeno;

y R4 es un grupo de la estructura siguiente

CHa(CHa)4—CQ
{CHa) g NH

CHga(CHp)g—NH-CO— C[H-CHQCO

6. Compuesto segun la reivindicacion 5, en el que Rz es un atomo de hidrégeno, y la configuracién absoluta de los
carbonos quirales en el grupo Ry y Rs es (R), mientras que en el grupo R4 es (S).

7. Compuesto segun la reivindicacion 5, en el que Rz es un grupo de la estructura siguiente

HO

l

CH3{CH )1~ CH~—CHaCO

y la configura cién absoluta de los carbonos quirales en el grupo Ri, Rz y Rs es (R), mientras que en el grupo R4 es
(S).

8. Compuesto de la formula siguiente:

'e) OH

votoon
R
H{é 2 | 4R,

en la que por lo menos uno de entre Ry y Rz es el grupo siguiente
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RCO_

NH
R'NHCO~-CH-CHCO

en la que cada R y R’ es independientemente un hidrégeno, un hidrocarburo alifatico C1.z9 sustituido o insustituido,
ramificado o lineal, saturado o insaturado.

5
siendo el Rt o Rz restante seleccionado de entre hidrégeno, grupo -R, -COR o las estructuras siguientes
RCO X
NH i
R—CH——{CH3a}sr /k\
RNHCO-—CH—CHCO (.}
f
Bl O (CH) B
B—A__ o .
R~ CH-—{CHa)y—B A\o
R'-——-—CLm(CHg‘);,gmB\
X O
E » H
R CH— (CH) e A R CHe (CH) o L
10

en las que cada R, R, R” es independientemente un hidrégeno, un hidrocarburo alifatico Ci2o sustituido o
insustituido, ramificado o lineal, saturado o insaturado; A, B y L son independientemente grupos CHz, CO y CS; X es
-OH, -SH, -NHzy halégeno. m y n son nimeros enteros entre 0 y 10 inclusive.

15 9. Compuesto segun la reivindicaciéon 8, en el que por lo menos uno de entre Ry y Rz se selecciona de entre las
estructuras siguientes

5 ya— CHz(CH 20~CH;
CHafCHahe—CO_ HCHz-CH2_
CHg{CHg}g-—NH-CO——CIHMCHac‘D CHa(_CH.athH*CHzCO\O

CHatCHa o CH—~CHACO
20 10. Compuesto segun la reivindicacion 9, en el que Ry es un grupo de la estructura siguiente

CHg(CHa)1p—CO
A CHalo— “NH

CHalCHalg—NH-CO— CL“CH}_CO

y Rz es un grupo de la estructura siguiente

25
A CO
11. Compuesto segun la reivindicacion 10, en el que la configura cién absoluta del carbono quiral en el grupo Ry es
(S).
30
12. Compuesto de la estructura siguiente
CH3{CHolp—CO,
H{CHal— ~NH

CHa(CHa)g— NHvCO--CL-CHZCOOH

35 13. Compuesto de la férmula siguiente
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PEN o

Bl

NH
Ry~ Ri

en la que R+ es un grupo de benciloxi, aliloxi, hidroxilo u OC(NH)CCls;
Rz se selecciona de entre el grupo constituido por hidrégeno, -COOCH-CCls, o la estructura siguiente

CHMCHﬂw*CO\NH

CHg(CH)pr—NH-CO— CL—CH sCO

en la que m y n son niumeros enteros seleccionados independientemente que presentan unos valores entre 0 y 20;

y Rs es CH3(CH>),CO o la estructura siguiente

CHﬂCHQr—~A\O

casccaz;ywchHQCO

en la que A es -CHz- 0 -C(=0)-, y x, y y z son niUmeros enteros seleccionados independientemente que presentan
unos valores entre 0 y 20.

14. Compuesto de la férmula siguiente

NH
Ry Ri

en la que R1 es un grupo de benciloxi, aliloxi, hidroxilo, u OC(NH)CCls;

Rz se selecciona de entre un atomo de hidrégeno, COOCH.CCls, o

CH3l{CH2)—CO
HCHY— N

CH3(C Hg),wNH-COWCLCH-«CO

en la que m y n son nimeros enteros independientes que presentan unos valores entre 0 y 20;

R3 es CH3(CH2).CO o la estructura siguiente

CH3{CHo)py— A\O

CHg{CHg)y—CL—CHZCO
en la que A es -CHy- 0 -C(=0)-;
X, Y ¥ z son nUmeros enteros seleccionados independientemente que presentan unos valores entre 0 y 20; y
R4 es hidrégeno o P(O)(OBn)a.

15. Compuesto de férmula siguiente:
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en la que R1 es un grupo de la estructura siguiente

CHa(CHah— AL |
CHa(CH;g_)y——CLPCHzCO

en la que A es -CHz- 0 -C(=0)-; x e y son niumeros enteros seleccionados independientemente que presentan unos
valores entre 0 y 20;

Rz es hidrégeno, alilo, bencilo o la estructura siguiente
BnO
CHs{CHp)ps CH-CHCO
en la que z es un namero entero entre 0 y 20;

Rs es hidrégeno, COOCH2CCls, 0 una de las estructuras siguientes

CHa(CHh— A o CHS(CHZ)ET‘““CO\NH

CHa(CHa)yMCL?*CWCO CHg{CHgm»NH-ComCL»CHzCO

en la que A es -CHx- 0 -C(=0)-; m, n, x e y son nimeros enteros seleccionados independientemente que presentan
unos valores entre 0 y 20;

R4 es un grupo de la estructura siguiente

CHa(CH)e A o

CH3{CHaly—CH~CHCO

en la que A es -CHz- 0 -C(=0)-; x e y son nimeros enteros seleccionados independientemente que presentan unos
valores entre 0 y 20.

16. Compuesto de formula siguiente:

OBn

NHER 1

en la que Ry es un grupo de la estructura siguiente
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CHaCHZ— A |

CH;;(CHQ)V--—-CL—-GHZCO

en la que A es -CHz- 0 -C(=0)-; x e y son nimeros enteros seleccionados independientemente que presentan unos
valores entre 0 y 20;

Rz es hidrégeno, alilo, bencilo o la estructura siguiente

BnQ
CHy(CH ;;_)Z—CL!—CHZCO

en la que z es un nimero entero entre 0 y 20;

Rs es hidrégeno, COOCH2CCls, 0 una de las estructuras siguientes

GHa{CH) A\O CH5{CH 22— CO\NH

CHB(CHQV“CL"CHZCO CHg(CHg)m-NH—COmCL-CH;CO

en la que A es -CHz- 0 -C(=0)-; m, n, x e y son niUmeros enteros seleccionados independientemente que presentan
unos valores entre 0 y 20;

R4 es un grupo de la estructura siguiente

CHg{CHx— AL o

|
CHy{CHa)y—CH~CHZCO

en la que A es -CHz- 0 -C(=0)-; x e y son nimeros enteros seleccionados independientemente que presentan unos
valores entre 0 y 20;

Rs es hidrégeno o (BnO)2P(O).

17. Liposoma no natural cuya membrana comprende: (a) un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a
16 anteriores; y (b) por lo menos un epitopo.

18. Liposoma segun la reivindicaciéon 17, en el que por lo menos un epitopo es un epitopo de linfocito B.
19. Liposoma segun la reivindicacién 17, en el que por lo menos un epitopo es un epitopo de linfocito T.
20. Liposoma segun la reivindicacién 17, en el que por lo menos un epitopo es un epitopo peptidico.

21.Liposoma segun la reivindicacion 17, en el que por lo menos un epitopo es un epitopo de carbohidrato,
glucopéptido o glucolipido.

22. Composicién farmacéutica que comprende un liposoma segun la reivindicacion 17, comprendiendo dicha
composicién una cantidad eficaz desde un punto de vista vacunal de dicho epitopo.

23. Liposoma segun la reivindicacién 17, en el que dicho epitopo es un epitopo asociado a un tumor.
24.Liposoma segun la reivindicacién 17, en el que por lo menos un epitopo es un epitopo de MUC1.

25.Liposoma segun la reivindicacion 24, en el que el epitopo es proporcionado por un péptido o lipopéptido que
presenta la secuencia de aminoacidos siguiente

H>N-STAPPAHGVTSAPDTRPAPGSTAPPK(Pal)G-OH.

26. Liposoma segun la reivindicacion 24 para su utilizacion en la prevencion o el tratamiento de una enfermedad que
puede prevenirse o tratarse provocando una respuesta inmunitaria a dicho epitopo.
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27.Liposoma segun la reivindicacion 26, en el que dicho analogo de lipido A presenta un efecto adyuvante sobre la
respuesta inmunitaria a dicho epitopo.

5 28. Liposoma segun la reivindicacion 26 6 27, en el que dicha enfermedad es un cancer.
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Ho_l Q

FIG. 1 Ejemplos de estructuras de lipido A natural, cepas A de E. coliy B
de Salmonella
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R— A_
R—CO o
~NH

L R'—CLI-(CHz)m—B\
R—NH-CO—CH-CHaCOOH (¢}

R'—CL—(CHz)nCOOH

(3) (4)
(0]
/\N\/\/\/\)’\ /\/\/\/\/\/\0 o
NH NH O N\/\/\/\M
i NOH /\/\/\/\/\/c')\jt
(o) OH
5 23

FIG. 2 Nuevos acidos lipidicos (3) y (4) y dos ejemplos de los mismos
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0 OH ' OH
Ho_?_ ° on HO—%’_ o
Ho R20 . Ho Rs )
1 NHR4
Rs Q
1) 2) Ra OH
NHR4
por lo menos uno de entre R1, R2, R3, R4 y R5 tiene la estructura (1) o (1l)
de lipido
R—cCO R—
~NH A\O
R'—NH-CO—CL—CHch R'—C\-’—(CHz)m—B\
|
1)) an R*—CH—(CH2)mCO

O

OH
o} OH
H u fe]
HC;: - HO\LI__ o
OH HO,
H H W °
H HO
(o] H
H§ §

33 102

FIG.3  Analogos de lipido A monosacaridos y disacaridos que contienen
huevas estructuras lipidicas y dos ejemplos de los mismos
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|c‘> OH
HO-P Q R—ALo
R (o)
HO T NHR4 o R'—CLI-— (CH2)xCO
R0
Ro OH
@) NHRy (1)

R1, R4 y R5 tienen el mismo grupo de sustitucion de estructura (1) §1))

o OH (o] OH

noll_ O/Dﬁ, HO:U_ 0
Ho” e} HO
H OH OH
NH :, M

H

54 86

FIG. 4 Analogos de lipido A de disacarido que contienen cadenas dilipidicas
uniformes y dos ejemplos de los mismos
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Fmoc
“NH ©

HO 1
\“/'\)kO'Bu

o]

1.Cloroformato de isobutilo, NMM, THF
79% PN, -
2.

Fmoc
“WH ©
NH
NN o'Bu 2
(o]
92% Piperidina, THF
NH, O
NH
P N NP NP N o'au 3
O
N\/\/\/\/\/lLOH
80%
Cloroformato de isobutilo, NMM, THF
/\/\/\/\L\/\/lok

NH ©
NH
e e P G N Wo'su 4
97% | TFA-H0

)

MM/\/\/kNH o
NH 5
N OH

o)

FIG.5  Sintesis de lipido 5
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BrCH2COOE, Zn, THF oH O
AN CHO > A/\/\/\/\.)\)LOE(
6
EtOH, KOH
OH O Resolucion optica OH ©
/\/\/\/\/\MOH -— /\/\/\/\/\)\/ILOH
8 7
g2e BrCH2COPh
° EtsN, EtOAc
RCOCI RCO.
OH O DMAP, Py °o o
/\/\/\/\/\)\)LOCHgCOPh —_— OCH,COPh
9
BnOC(NH)CCl3 10 R = CH3(CH32)eCH3
90% CF3S0gH
CHClz - Hexano 11 R = CH3(CH2)11CH2
OBn O 12 R = CH3(CH2)13CH2
N\/W\/k/lLOCHZCOPh
16 Zn, HOAc
65% Zn, HOAc
RCO., o
OBn O /\/\/\/\/\)\/ILOH
/\/\/\/\/\/'\/"\OH
13 R = CH3(CH2)gCH2
17

14 R = CH3{CH2)11CH2

15 R = CH3(CH2)13CH2

FIG. 6  Sintesis de lipidos
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OH O

/\/\/\/\/\)\/lLOCHQCOPh 9

NN N 0T 18

68%
K2C O3, CICH2CHaCI
NN
o o /\/\/\/\/\/CHO
/‘\/\/\/\/\/’\/U\ 19
OCHzCOPh
/\,MQBF
86% Z2n, HOAc 60%
(-)-DIPCI, Et20, -78°C
NN NN OH
? 9 /\/\/\/\/\)\/\
/\/\/\/\/\.)\/u\ 2
OH

20

81% DCC, DMAP, CH2Cl2

/\/\/\/\/\)\*o 22

61% KMnOy4, Hexano - HOAc

FIG.7 Sintesis de tri-lipido 23
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OH
H © 24 R=Bn
H -
25 R=All
Troc”™ O
~R
R1R2C{OMe)2

p-TsOH, CH3CN

R,
R{&
o 26 R=Bn, Ri=H, Ra=Ph

H
H 27 R=Bn, Ry=R2=CHgj
Troc”” 0\
R

28 R=All, Ry=H, Ra=Ph

FIG. 8  Sintesis de derivados de glucosamina
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P (o]
P
° A~ \ o
\ DCC, DMAP, CHCl, H
-~ Bn = NH
Troe 26 Troc” Bn
29 91%

1. Zn, AcOH, 96%
2. DCC, CHaClo-DMF, 60%
(o]

/\/\/\/\/\/\)k

NH O

OBn
M ALK

NN OH fo)
. © ”@

NH
OBn

P

§ o] NaBHaCN, HCI/Et:0 H o
THF-CHCI3 H
™ den 86% § o

30 H

1. (BnO)2PN(iPr)a
66% Tetrazol, CHaCla
2. m-CPBA / CH2Cl

[e] OH ? OBn
H I o BnOwp__ (o)
°\, ~ Pd/C, Ha B0’
HO OH n
MeOH-EtOAc-HOAc
NH - H OBn
H 79% Hz
o
H © H
33 § 32

FIG. 9  Sintesis del compuesto 33

73



ES 2370262 T3

OH OH
H 0 HO K 34
NHzHC! NPhth
90% TrtCi, DMAP, Py, 40°C
oTnt
o oTn
Bn BnBr, NaH, DMF o
En oen - HO 35
NPhth 0% HO o8
36 Phth
70% HOQAe - H20, 110°C
OH HaNNH2H,0 oH
o] EtOH, 95°C
Bn oBn — 4 Bn 0
Bn B OBn
97% n
NPhth NH2
a7 38
DCC, CHCl,

15
76% 82% 14
OH
OH
Bn C

B OBn Bn o

n OBn
NH Bn

H

3% 40
FIG. 10 Sintesis de aceptores de glucosilacion
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0
P
/\/\/\/\/\/\/Lo o ; (o)
14 N\/W\)\/'LOH H

- All

Troc
DCC, DMAP, CHoClp

41 98% 28

1. complejo de tr(l), THF
2. NBS, THF-H20

82%

Ph/w o

[
(o]
OH Cl3CCN, DBU, CH2Cl2 H
Troc” NH

NH -
v
Troc 81% \fcua

42

43

FIG. 11 Sintesis del donante de glucosilacion 43
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Ph/w . o /w

(o]
o)
NH [0}
e H Bn
Troc \fNH Troc v e OBn
Clg H
43 \ BFg3'OEtz, CH2Cl2 44
65%
OH
Bn 0 o
Bn Bn
NH
39

1.2Zn, HOAc, 95%
2. DCC, CHCly
60%

0O8n

45

FIG. 12  Sintesis de disacarido 45
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P OBn
h/w o NaBH3CN

o HCI/EX,0, THF H C

OBn 53% H Bn

1. (BnO)2PN(iPr)2,
Tetrazol, CH2Clp
2. m-CPBA / CH2Cl2

85%

o OH
” o OBn
HoH o
HO” o sno\ﬂ_ o
HoH o 8n0” ° o
OH H
H Bn OoBn
H Bn
H
Pd/C, Hp
THF-HOAc
-—
68%
48 47

FIG. 13 Sintesis del compuesto 48
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PR o "X 0

43

Tfoc/ NH Troc/ Bn OEn
TC!a BF3OEty, CH2Cl2

60%
oH 49
Bn 9
Bn OBn
NH
40

Zn, HOAc, 85%

"X 0

NHz Bn °

Ph Bn
o] H
% DCC, CHCly, 67%
H Bn 2 50
08n OH
Bn
NH

OBn

FIG. 14 Sintesis de disacarido 51
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Bn 83%
H

T

1. (BnO)2PN(iPr)2,
Tetrazol, CH,Clp
OH

o 2. m-CPBA / CHaClo
HO_ u_o/b%/ 85%
v
HO OBn
H H ° E o
NH BnO
H 8n 2
Pd/C, Hy Bn OBn
THF-HOAc H
§ 53

Ph OBn
/V o NaBH3CN o
HCI/E120, THF H
o ——ee
H B
n OBn H Bn%
Bn

A ————————

62%

FiG. 15  Sintesis del compuesto 54
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P CC, GHaCl Ph
o DCC, CH2Cl-DMF ’V o
66%
o A —————————————
o o)
H Bn OH H2 Bn
:ﬁ/oan Bn OBn
H H H NH
o)
H H o

50

[14]
(]

OBn
NaBHaCN, THF ﬁ
HCVERO, 68% BnO<p__ o]
BnO/
o
1. (BnO)2PN(iPr)2 H Bn o8N
Telrazol CH2Cl3 Bn ™
m-CPBA / CHxClp H o
— H
OBn 83% 87
H
o
H
56
OH B0% Pd/C, Ha
u o THF-HOACc
HO<
H
58

FIG.16  gintesis del compuesto 58
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1. NaH, All-Br, DMF, 82%
2. HOAc - H0, 65°C, 95%

Ph
(o]
H OBn
Phth
59

oTrt
(@]
3. Tii-Cl, DMAP, Py, 35°C, 79% H@’osn
— Phth 60

57% | BnBr, NaH, DMF
OH
. o oTnt
n - - O,
> oBn HOAc - H20 - AlIOH, 110°C o o
Phin . Al OBn 61
2 87% Phth
7% HaNNH2H20
EtOH, 100°C OH
Bn °
OH DCC. CHaCla, 80% Al OBn 64
Bn ° "
Al oBn OH
NH,
63 14
FIG. 17

Sintesis del aceptor de glucosilacion 64
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Proliferacion de linfocitos T y produccién
de interferon-gamma

g Proliferacion de linfocitos T
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FIG. 31

Proliferacion de linfocitos T (CPM, recuentos por minuto)
y produccién de interferon—-gamma (YFN-y, pg/ml) en
ratones inmunizados con vacuna liposémica que
contiene lipopéptido BP1-148 sintético a base de MUC1
con analogos de lipido A 33, 48, 58 o lipido A natural
como adyuvante .
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de interferon-gamma
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FIG. 32

Proliferacion de linfocitos T (CPM, recuentos por minuto)
y produccion de interferon-gamma (YFN-y, pg/ml) en
ratones inmunizados con vacuna liposémica que
contiene lipopéptido BP1-148 sintético a base de MUC1,
con analogos 48, 54, 70, 77, 86 de lipido A o lipido A
natural como adyuvante.
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FIG. 33

Proliferacion de linfocitos T (CPM, recuentos por minuto)
y produccién de interferon-gamma (YFN-y, pg/ml) en
ratones inmunizados con vacuna liposémica que
contiene lipopéptido BP1-148 sintético a base de MUC1
con analogos de lipido A 86, 94, 102, 104 o lipido A
natural como adyuvante.
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FIG. 35 Algunos ejemplos de péptidos y glucopéptidos derivados de
antigenos viricos y proteina MUC1 que pueden incorporarse

en formulaciones de liposomas
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