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DESCRIPCION
Nuevo carbamato de glicolipido y uso del mismo
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un nuevo carbamato de glicolipido y al uso del mismo. Mas particularmente, la
presente invencion se refiere a un 6-carbamato de glicolipido que tiene el carbamato en la posicion 6 del azucar, un
método de produccion del mismo, y un uso farmacéutico del mismo.

Antecedentes de la técnica

El sistema inmune tiene una funcién de vigilancia habil para distinguir las células anormales de las células normales
autéctonas en el cuerpo y eliminar Unicamente las células anormales. Cuando la funcién de vigilancia se colapsa, las
células anormales producidas por mutacion y similares no se pueden eliminar, y se permite la presencia y
crecimiento de las mismas en el cuerpo. El crecimiento anormal de la masa celular es un tumor o cancer.

El tratamiento del cancer es principalmente la eliminacion del cancer por operacion quirdrgica, o el uso de agentes
anticancerigenos. Sin embargo, estos métodos de tratamiento suelen originar agravamiento fisico debido a la cirugia
de extirpacion y a los efectos secundarios de los agentes contra el cancer, o agravamiento mental debido a la
cicatriz operatoria en los pacientes.

Con tales antecedentes, los tratamientos de inmunoterapia estan llamando atenciéon. En la inmunoterapia, se
incrementa el nimero de inmunocitos propios de los pacientes, y ademas se activan ain mas para atacar las células
cancerosas. En comparacion con la operacion quirdrgica, el agravamiento fisico en los pacientes debido al
tratamiento es pequefio, y la influencia en la vida social de los pacientes debida al tratamiento puede minimizarse.
Ademas, también se emplea un método de tratamiento usando la inmunoterapia y una operaciéon quirdrgica en
combinacién. Puesto que un tumor minimizado por inmunoterapia se puede eliminar, puede reducirse el
agravamiento fisico en los pacientes. Ademas, puesto que la cicatriz de la operacién es pequefia, el agravamiento
mental también se puede reducir drasticamente.

Las células T asesinas naturales (NKT en adelante) son inmunocitos que pertenecen a un nuevo linaje de linfocitos
que exhiben caracteristicas diferentes de las de otros linajes de linfocitos (células T, B y NK). Las células NKT estan
relacionados con las células NK debido a que granulos citotoxicos de perforina estan presentes en las mismas
(documento no de patente 1). Sin embargo, debido a que las células NKT expresan no sélo marcadores celulares
NK, sino también receptores de células T (TCRs), se ha demostrado que representan una nueva clase de células
que son completamente diferentes (documento no de patente 2). Las células NKT pueden producir tanto citoquinas
de tipo Th1 [principalmente interferén (IFN)-y] producidas por células T ayudantes Th1 que promueven la accion
inmunoestimulante, como citoquinas de tipo Th-2 [principalmente la interleucina (IL)-4] producidas por células Th2
que promueven la accion inmunosupresora (documento no de patente 3). En otras palabras, las células NKT pueden
inducir la activacion y desactivacion del sistema inmunolégico, lo que sugiere el posible papel del sistema inmune en
el ajuste del balance (documento no de patente 4). Por lo tanto, cuando la funcién de las células NKT se puede
controlar, diversas enfermedades, en particular el cancer, causadas por el equilibrio anormal del sistema inmune se
pueden tratar.

La caracteristica de las células NKT que esta atrayendo la mayor atencion reside en el hecho de que la cadena a de
TCR expresada en células NKT es la misma en todos los individuos que pertenecen a unas cierta especie. Esto
demuestra esencialmente que todas las células NKT de la misma especie de organismo se activan mediante el
reconocimiento de la misma sustancia. Como tal, la cadena a es Va24 para los humanos y para los ratones Va14,
hay un grado de homologia muy alto entre las dos especies. Para la cadena 3, que forma un par con la cadena q, se
sabe que sdélo se conoce un ndmero muy limitado de tipos, y por lo tanto, este TCR se llama "TCR invariante".
También es caracteristico que TCR de las células NKT reconozca el glicolipido, mientras TCR de las células T
reconoce un fragmento de proteina.

Se sabe que hay una amplia variedad de esfingoglicolipidos en los organismos vivos. En los esfingoglicolipidos
generales de los organismos vivos, varios azucares o cadenas de azicar se unen a las ceramidas por medio de
enlaces B, y estan presentes en las membranas celulares de varios érganos.

Mientras tanto, se sabe que los esfingoglicolipidos que comprenden azucares unidos a ceramidas via enlaces a
poseen actividad antitumoral y acciéon inmunoestimulante potente. Las a-galactosilceramidas, tipificadas por las
agelasfinas, son glicolipidos aislados a partir de extractos de Agelas mauritianus, una especie de esponja marina, y
se ha informado que activan las células NKT de forma potente (documento no de patente 5). Las a-
galactosilceramidas son captadas por las células presentadoras de antigenos (APC) representadas por las células
dendriticas (DC) y similares, y se presentan en una membrana celular por la proteina CD1d similar a la molécula de
clase 1 del complejo principal de histocompatibilidad (MHC). Las células NKT se activan mediante el reconocimiento
de un complejo de la proteina CD1d asi presentado y a-galactosilceramida mediante el uso de TCR, por medio de lo
cual se inician diversas reacciones inmunes.
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Hasta ahora, se han sintetizado varios analogos, y se ha investigado la correlacion entre la estructura y la actividad.
Se ha aclarado que, entre la serie de los analogos sintetizados, KRN7000 (compuesto 1, a-GalCer) desarrollado por
Kirin Brewery Co., Ltd. muestra una actividad antitumoral extremadamente fuerte, y la forma 3 correspondiente (f3-
GalCer) no muestra una actividad inmunoestimulante (documento de patente 1, documento no de patente 6).
KRN7000 es un esfingoglicolipido que comprende una ceramida que resulta de la acilacion de la base de
esfingosina por un acido graso de cadena larga, y galactosa unido al mismo en configuracion a.

HO _oH
0
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HO

Compuesto 1 (KRN7000, a-GalCer)

En los ultimos afios, con un enfoque en las funciones descritas anteriormente de las células NKT, se ha desarrollado
un farmaco terapéutico del cancer, que contiene KRN7000 como un ingrediente activo. Sin embargo, las células
NKT activadas por la administracion de KRN7000 producen IFN-y, que es una citoquina util para el tratamiento del
cancer y que induce actividad inmunoestimulante, asi como que producen simultaneamente IL-4, que es una
citoquina que induce una accién inmunosupresora. Como resultado, los efectos de ambas se cancelan mutuamente,
lo que plantea el problema de la falta de efecto suficiente para el tratamiento del cancer.

El grupo de Tsuji et al. ha desarrollado un glicolipido, a-C-GalCer, que activa fuertemente las células NKT de raton y
preferentemente produce IFN-y (compuesto 2, documento de patente 2, documento no de patente 7). Sin embargo,
ya que a-C-GalCer apenas induce la produccién de citoquinas en células NKT humanas, su aplicacién clinica se
considera que es dificil. Para resolver este problema se ha desarrollado en los Ultimos afios un compuesto que
muestra una fuerte actividad también en el sistema humano (documento no de patente 8).
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Compuesto 2 (a-C-GalCer)

Un analisis de la estructura cristalina de CD1d/KRN7000/TCR humano se informé en 2007 (documento no de
patente 9). Segun el informe, se ha aclarado que el resto de azticar de KRN7000 se presenta fuera de CD1d y hacia
TCR, mientras que el grupo ceramida se ha quedado atascado en un gran bolsillo hidrofébico de CD1d. También se
encontré que un atomo de oxigeno en el anillo de pirano y el grupo hidroxilo en posicion 6 del azicar de KRN7000
no forman un enlace de hidrégeno con cualquier residuo de aminoacido de CD1d o TCR.

Por otra parte, hemos desarrollado por separado el nuevo glicolipido sintético RCAI-56 (compuesto 3) que tiene un
carboazulcar y se encontré que el compuesto activa fuertemente las células NKT e induce la produccion de una gran
cantidad de IFN-y (documento no de patente 10). Hemos desarrollado, ademas, un glicolipido sintético nuevo RCAI-
61 (compuesto 4) en el que el grupo 6-hidroxilo del resto de azucar del glicolipido se maodifica, y se encontré que el
compuesto se prepara mas facilmente que RCAI-56 e induce la produccion de IFN-y en grandes cantidades
(documento no de patente 11). Ya que RCAI-56 y RCAI-61 muestran una fuerte actividad incluso en los sistemas de
raton y humano (in vitro), se espera su aplicacion clinica.

Sin embargo, puesto que la sintesis de RCAI-56 requiere multiples pasos, y la sintesis de RCAI-61 requiere una
complicada modificacién del azucar, se ha deseado el desarrollo de un nuevo analogo que permita una preparacion
mas conveniente y que tenga una actividad inmunoestimulante equivalente o superior que la de RCAI-56 y RCAI-61.
Ademas, puesto que RCAI-61 tiene el problema de baja solubilidad en agua, se ha deseado una mejora de la
solubilidad en agua.
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Compuesto 4 (RCAI-61)

En 2006, Savage et al. desarrollaron PBS-57 (compuesto 5) que es un glicolipido en el que el grupo hidroxilo en
posicion 6 del resto de azdcar de KRN7000 se convierte en un grupo acetamida, y el compuesto muestra una
solubilidad mejorada en DMSO, asi como una actividad mas fuerte que KRN7000 ( documento no de patente 12). Se
ha informado en los Ultimos afios que el compuesto muestra una actividad adyuvante fuerte (documentos de patente
3-5). Por ofra parte, Calenbergh et al. desarrollaron un glicolipido (compuesto 6) en el que el grupo hidroxilo en
posicion 6 del resto de aztucar de KRN7000 se convierte en una benzamida (documento no de patente 13). Ya que
los analogos de benzamida tienen una actividad de induccion de la produccion de IL-4 débil, induce relativamente en
gran parte la produccion polarizada de IFN-y. En cualquier informe, sin embargo, la sintesis de analogos en los que
la posicion 6 se convierte en un grupo amida requiere una etapa de convertir el grupo hidroxilo en posicién 6 a un
grupo azido explosivo. Por lo tanto, la seguridad se convierte en un problema para la sintesis a escala industrial.
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Compuesto 5 (PBS-57)
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Compuesto 6

£

Se han sintetizado una serie de analogos en los que se modifica la cadena lateral de acilo en lugar de la fraccion de
azucar, y se ha investigado la actividad de los mismos. En 2010, Wong et al. informaron sobre el desarrollo de un
analogo que tiene un anillo aromatico en la cadena lateral de acilo (documento no de patente 14). Se ha informado
que un glicolipido, 7DW8-5 (compuesto 7), que tiene una afinidad mejorada por el ligando y CD1d debido a una
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interaccion de apilamiento 1-11 con un residuo de aminoacido que tiene un anillo aromatico en el interior del bolsillo
hidrofébico de CD1d, muestra una actividad adyuvante mas fuerte que KRN7000.

HO _OH
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F

HN  OH

|Io

0
compuesto 7 (7DW8-5)

El documento de patente 6 y el documento no de patente 15 dan a conocer, como derivado de KRN 7000, un
glicolipido sintético que tiene un carbamato en la posicion 6.

Ademas de estos, hay muchos informes sobre analogos en los que el grupo hidroxilo en posicion 6 se convierte en
un enlace amida (documentos de patente 7-9, documentos no de patente 16-22).

[Lista de documentos]

[documentos de patente]

documento de patente 1: documento de patente internacional WO 98/44928
documento de patente 2: documento de patente internacional WO 03/105769
documento de patente 3: documento de patente internacional WO 2010/023498
documento de patente 4: documento de patente internacional WO 2010/040710
documento de patente 5: documento de patente de los Estados Unidos US-B-2009/0162385
documento de patente 6: documento de patente de los Estados Unidos US-B-2009/0275483
documento de patente 7: documento de patente internacional WO 2008/080926
documento de patente 8: documento de patente internacional WO 2007/118234
documento de patente 9: documento de patente internacional WO 2004/094444
[documentos no de patente]

documento no de patente 1: Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 1998, 95, 5690-5693
documento no de patente 2: J. Immunol. 1995, 155, 2972-2983

documento no de patente 3: J. Immunol. 1998, 161, 3271-3281

documento no de patente 4: Science, 1997, 278, 1623-1626

documento no de patente 5: Science, 1997, 278, 1626-1629

documento no de patente 6: J. Med. Chem. 1995, 38, 2176-2187

documento no de patente 7: J. Exp. Med. 2003, 198, 1631-1641

documento no de patente 8: Inmunology, 2009, 127, 216-225

documento no de patente 9: Nature, 2007, 448, 44-49

documento no de patente 10: Bioorg. Med. Chem. 2009, 17, 6360-6373
documento no de patente 11: Tetrahedron Lett. 2008, 49, 6827 a 6830
documento no de patente 12: J. Immunol. Method 2006, 312, 34-39

documento no de patente 13: J. Am. Chem. Soc., 2008, 130, 16468 a 16469

documento no de patente 14: Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 2010, 107, 13010 a 13015
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documento no de patente 15: J. Am. Chem. Soc., 2008, 130, 12348 a 12354
documento no de patente 16: EMBO Journal, 2011, 30, 2294-2305
documento no de patente 17: J. Org. Chem. 2011, 76, 320-323

documento no de patente 18: Inmunity 2009, 31, 60-71

documento no de patente 19: Tetrahedron 2009, 65, 6390-6395

documento no de patente 20: Bioorg. Med. Chem. Lett. 2008, 18, 3052-3055
documento no de patente 21: Nature Immunol, 2007, 8, 1105-1113.
documento no de patente 22: Org. Lett., 2002, 4, 1267-1270

Compendio de la invencion

Problemas a resolver por la invencién

La presente invencion se ha realizado en vista de la situacion actual, y su problema a resolver es el suministro de un
nuevo compuesto eficaz como un agente activo antitumoral o un adyuvante de vacuna, y de un intermedio util para
la sintesis del compuesto y los métodos de produccién de los mismos. Ademas, su objetivo es proporcionar un
medicamento que contiene tal compuesto nuevo.

Medios para resolver los problemas

Los presentes inventores han llevado a cabo estudios en un intento de resolver los problemas anteriormente
mencionados, y han encontrado que un analogo en donde el grupo hidroxilo en la posicion 6 del resto de azucar de
glicolipido se convierte en un carbamato tiene una potencia inmunomoduladora especifica, es extremadamente
eficaz para el tratamiento del cancer y la infeccion, y tiene una actividad adyuvante fuerte, lo que dio como resultado
la finalizacion de la presente invencion.

Segun ello, la presente invencién proporciona lo siguiente.

[1] Un compuesto representado por la férmula (1)

en donde
X es un grupo alquileno o -NH-;

R1y Rz son iguales o diferentes y cada uno es un atomo de hidrégeno, un grupo alquilo, un grupo hidroxi, un grupo
alcoxi, o un grupo arilo que opcionalmente tiene sustituyente(s), R1 y Rz opcionalmente forman, junto con el atomo
de nitrégeno adyacente, un anillo de 5 o 6 miembros;

R3 es un grupo hidrocarburo que tiene de 1-20 atomos de carbono; y
R4 es un grupo hidrocarburo que tiene de 1-30 atomos de carbono, o una sal del mismo.
[2] EI compuesto del anteriormente mencionado [1], en donde X es metileno o -NH-, o una sal del mismo.

[3] El compuesto del anteriormente mencionado [1], en donde R1 es un atomo de hidrégeno, un grupo alquilo Ci-g,
un grupo hidroxi, un grupo alcoxiC+-s, 0 un grupo arilo Ce-12 que opcionalmente tiene sustituyente(s), o una sal del
mismo.
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[4] EI compuesto del anteriormente mencionado [1], en donde R2 es un atomo de hidrégeno, un grupo alquilo C1., un
grupo hidroxi, un grupo alcoxi C4, 0 un grupo arilo Ce.12 que opcionalmente tiene sustituyente (s), o una sal del
mismo.

[5] El compuesto del anteriormente mencionado [1], en donde el anillo de 5 0 6 miembros opcionalmente formado
por R1 y Rz junto con el atomo de nitrégeno adyacente es un anillo heterociclo saturado de 5 o 6 miembros que
contiene nitrégeno o una sal del mismo.

[6] EI compuesto del anteriormente mencionado [1], en donde Rs es un grupo alquilo C+-20, un grupo alquenilo Cz20 0
un grupo alquinilo Cz-20, 0 una sal del mismo.

[7] El compuesto del anteriormente mencionado [1], en donde R4 es un grupo alquilo C+-3p, un grupo alquenilo Cz-30 0
un grupo alquinilo Cz-30, 0 una sal del mismo.

[8] Un medicamento que comprende el compuesto de cualquiera de los anteriormente mencionados [1] - [7] o una
sal del mismo.

[9] El compuesto de cualquiera de los anteriormente mencionados [1] - [7] o una sal del mismo para usar en la
induccion selectiva de produccion de IFN-y.

[10] El compuesto para uso del anteriormente mencionado [9] o una sal del mismo, que se pulsa sobre células
dendriticas.

[11] Una célula dendritica humana pulsada con el compuesto de cualquiera de los anteriormente mencionados [1] -
[7] 0 una sal del mismo.

[12] La célula dendritica humana descrita en el anteriormente mencionado [11] para uso en la induccién selectiva de
la produccion de IFN-y

[13] Un compuesto representado por la formula (l1)

AD Ohy
A0 Rs
N, OA, (")
en donde

A1-As son iguales o diferentes y cada uno es un grupo protector de hidroxi;

R1y Rz son iguales o diferentes y cada uno es un atomo de hidrégeno, un grupo alquilo, un grupo hidroxi, un grupo
alcoxi, o un grupo arilo que opcionalmente tiene sustituyente(s), y Ry y Rz forman opcionalmente, junto con el atomo
de nitrégeno adyacente, un de anillo de 5 o 6 miembros; y

R3 es un grupo hidrocarburo que tiene de 1-20 atomos de carbono, o una sal del mismo.

[14] El compuesto del anteriormente mencionado [13], en donde R1 y Rz son iguales o diferentes y cada uno es un
atomo de hidrégeno, un grupo alquilo Ci.6, un grupo hidroxi, un grupo alcoxi Ci.6, 0 grupo arilo Cs.12 que tiene
opcionalmente sustituyente(s), y R1 y Rz forman opcionalmente, junto con el atomo de nitrégeno adyacente, un
heterociclo saturado de 5-o0 6 miembros que contiene nitrégeno, o una de sus sales .

[15] EI compuesto del anteriormente mencionado [13], en donde Rs3 es un grupo alquilo C1-20, un grupo alquenilo C,.
20 0 un grupo alquinilo C,.2, 0 una sal del mismo.

Efecto de la invencion

Un analogo en lugar de KRN7000 en donde el grupo hidroxilo en la posicion 6 del resto de azucar de glicolipido se
convierte en alquil-éter, que es un grupo funcional hidrofébico, tiene un problema de baja solubilidad a pesar de que
induce la produccion de citoquinas polarizadas de IFN-y. Por el contrario, un grupo carbamato es mas hidréfilo que
un grupo alquilo. Ademas, un grupo hidroxilo se puede convertir faciimente en un grupo carbamato. A diferencia del
grupo amida, el uso de un reactivo o grupo funcional que tiene un riesgo de explosién no es necesario.
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Por lo tanto, puesto que un glicolipido en donde el grupo hidroxilo en la posicion 6 del resto de azlcar se convierte
en un enlace carbamato, que fue desarrollado por la presente invencion, se pueden sintetizar muy facilmente y
puede inducir la produccion de citoquinas polarizadas IFN-y en lugar de KRN7000, la presente invencion puede
proporcionar un medicamento eficaz para el tratamiento del cancer y la induccién de una accién adyuvante, un
método de produccién del mismo y uso del mismo.

Ademas, la produccion de IFN-y se puede potenciar mas mediante la pulsacién de células dendriticas con el
glicolipido de la presente invencion y la administracion de las células dendriticas.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es un grafico que muestra los cambios en la concentracion de IFN-y en el plasma de raton después de un
lapso de tiempo indicado después de la administracion intravenosa de un glicolipido (KRN7000 o RCAI-123) al raton.

La figura 2 es un grafico que muestra los cambios en la concentracion de IL-4 en el plasma de raton después de un
lapso de tiempo indicado después de la administracion intravenosa de un glicolipido (KRN7000 o RCAI-123) al raton.

La figura 3 es un grafico que muestra los cambios en la concentracion de IL-12 en el plasma de raton después de un
lapso de tiempo indicado después de la administracion intravenosa de un glicolipido (KRN7000 o RCAI-123) al raton.

La figura 4 es un grafico que muestra los cambios en la concentracion de IFN-y en el plasma de raton después de un
lapso de tiempo indicado después de la administracion intravenosa de células dendriticas pulsadas con un
glicolipido (KRN7000 o RCAI-121, RCAI-122, RCAI-131) al raton.

La figura 5 es un grafico que muestra los cambios en la concentracion de IFN-y en el plasma de raton después de un
lapso de tiempo indicado después de la administracion intravenosa de células dendriticas pulsadas con un
glicolipido (KRN7000 o RCAI-132, RCAI-139, RCAI-140, RCAI-141) al ratén.

La figura 6 es un grafico que muestra los cambios en la concentracion de IFN-y en el plasma de raton después de un
lapso de tiempo indicado después de la administracion intravenosa de células dendriticas pulsadas con un
glicolipido (KRN7000 o RCAI-123, RCAI-124, RCAI-137, RCAI-138, RCAI-140) al raton.

La figura 7 es un grafico que muestra los cambios en la concentracion de IL-4 en el plasma de raton después de un
lapso de tiempo indicado después de la administracion intravenosa de células dendriticas pulsadas con un
glicolipido (KRN7000 o RCAI-121, RCAI-122, RCAI-131) al raton.

La figura 8 es un grafico que muestra los cambios en la concentracion de IL-4 en el plasma de raton después de un
lapso de tiempo indicado después de la administracion intravenosa de células dendriticas pulsadas con un
glicolipido (KRN7000 o RCAI-132, RCAI-139, RCAI-140, RCAI-141) al ratén.

La figura 9 es un grafico que muestra los cambios en la concentracion de IL-4 en el plasma de raton después de un
lapso de tiempo indicado después de la administracion intravenosa de células dendriticas pulsadas con un
glicolipido (KRN7000 o RCAI-123, RCAI-124, RCAI-137, RCAI-138, RCAI-140) al raton.

La figura 10 es un grafico que muestra los cambios en la concentracion de IL-12 en el plasma de raton después de
un lapso de tiempo indicado después de la administracion intravenosa de células dendriticas pulsadas con un
glicolipido (KRN7000 o RCAI-121, RCAI-122, RCAI-131) al raton.

La figura 11 es un grafico que muestra los cambios en la concentracion de IL-12 en el plasma de raton después de
un lapso de tiempo indicado después de la administracion intravenosa de células dendriticas pulsadas con un
glicolipido (KRN7000 o RCAI-132, RCAI-139, RCAI-140, RCAI-141) al ratén.

La figura 12 es un grafico que muestra los cambios en la concentracién de IL-12 en el plasma de raton después de
un lapso de tiempo indicado después de la administracion intravenosa de células dendriticas pulsadas con un
glicolipido (KRN7000 o RCAI-123, RCAI-124, RCAI-137, RCAI-138, RCAI -140) al raton.

Descripcion de las formas de realizacion
La presente invencién se explica en detalle a continuacion con referencia a las formas de realizacién preferidas.
En primer lugar, se explican las definiciones de los simbolos que se utilizan en cada férmula de la presente memoria.

X es un grupo alquileno o -NH-. El "grupo alquileno" es, por ejemplo, un grupo alquileno de cadena lineal o
ramificada que tiene de 1-8 atomos de carbono. Ejemplos especificos incluyen metileno, etileno, trimetileno,
tetrametileno, pentametileno, hexametileno, heptametileno, octametileno, propileno, etiletileno, dimetilmetileno,
dimetiltrimetileno y similares.
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R1y Rz son iguales o diferentes y cada uno es un atomo de hidrégeno, un grupo alquilo, un grupo hidroxilo, un grupo
alcoxi, o un grupo arilo que opcionalmente tiene sustituyente(s). R1 y R, forman opcionalmente un anillo de 5 o 6
miembros junto con el atomo de nitrégeno adyacente.

El "grupo alquilo" es, por ejemplo, un grupo alquilo de cadena lineal o ramificada C1.24, mas preferiblemente un C+-1g,
aun mas preferiblemente Ci.19, con especial preferencia Ci. Ejemplos especificos incluyen metilo, etilo, n-propilo,
isopropilo, n-butilo, isobutilo, sec-butilo, terc-butilo, pentilo, hexilo, heptilo, octilo, nonilo, decilo, undecilo, dodecilo,
tridecilo, tetradecilo, pentadecilo, hexadecilo, heptadecilo, octadecilo y similares. Se prefiere como el grupo alquilo
para Ry o Rz un grupo alquilo C1.6 (por ejemplo, metilo, etilo).

El "grupo alcoxi" es, por ejemplo, un grupo alcoxi de cadena lineal o ramificada C1.4, mas preferiblemente un Ci-16,
aun mas preferiblemente C4-1o, con especial preferencia C1. Ejemplos especificos incluyen metoxi, etoxi, propoxi,
isopropoxi, butoxi, terc-butoxi y similares. Se prefiere como grupo alcoxi para R1 o Rz un grupo alcoxi Ci (por
ejemplo, metoxi).

El "grupo arilo" en el "grupo arilo que tiene opcionalmente sustituyente(s)" es, por ejemplo, un grupo arilo
monociclico-triciclico Ce.14, mas preferiblemente Ce.12. Ejemplos especificos incluyen fenilo, naftilo, antrilo, fenantrilo
y similares. Se prefiere como el grupo arilo para Ry o Rz un grupo arilo Cs.12 (por ejemplo, fenilo). Ejemplos del
sustituyente que el "grupo arilo" opcionalmente tiene incluyen un atomo de halégeno (por ejemplo, un atomo de
cloro, atomo de flior, atomo de bromo, atomo de yodo); un grupo alquilo (por ejemplo, metilo, etilo, n-propilo,
isopropilo, n-butilo, isobutilo, sec-butilo, terc-butilo, pentilo, hexilo); un grupo halogenoalquilo (por ejemplo,
trifluorometilo); un grupo alcoxi (por ejemplo, metoxi, etoxi, propoxi, isopropoxi, butoxi, terc-butoxi); un grupo hidroxi;
un grupo amino; un grupo alquilamino (por ejemplo, metilamino, dimetilamino, etilamino, dietilamino); un grupo
cicloalquilamino y similares. La posicién y el niumero de los sustituyentes no estan particularmente limitados, y un
numero maximo de sustituyentes adecuados puede estar presente en la(s) posicion(es) sustituibles.

El anillo de 5 o 6 miembros opcionalmente formado por Ry y Rz junto con el atomo de nitrégeno adyacente es, por
ejemplo, un heterociclo saturado de 5 o 6 miembros que contiene nitrdgeno, que es especificamente pirrolidina,
piperidina, morfolina, tiomorfolina , piperazina o similares. El preferido es pirrolidina, piperidina o morfolina.

R3 es un grupo hidrocarburo que tiene de 1-20 atomos de carbono. El "grupo hidrocarbonado que tiene de 1-20
atomos de carbono" es un concepto que abarca un grupo alquilo C1.29, un grupo alqueniloC;.29, un grupo alquinilo Co.
20, Un grupo cicloalquilo Cs20, un grupo cicloalquenilo Cs.2, € incluso un grupo arilo Cs20, que puede ser lineal,
ramificado o ciclico, o puede ser un grupo hidrocarburo saturado o un grupo hidrocarburo insaturado, y que
opcionalmente tiene un enlace insaturado en la molécula o en posicién terminal. Entre estos, son preferidos como R3;
un grupo alquilo C1.209, un grupo alquenilo Cs.20, ¥ un grupo alquinilo Cs.20, y mas preferido es un grupo alquilo C12-14.
Como R3, especificamente, se pueden mencionar -C14Hzg y similares.

R4 es un grupo hidrocarburo que tiene de 1-30 atomos de carbono. El "grupo hidrocarbonado que tiene de 1-30
atomos de carbono” es un concepto que abarca un grupo alquilo C1.3p, un grupo alquenilo Cs.3, un grupo alquinilo
C2-30, un grupo cicloalquilo Cs.30, un grupo cicloalquenilo Cs.30, € incluso un grupo arilo Cs.30, que puede ser lineal,
ramificado o ciclico, o puede ser un grupo hidrocarburo saturado o un grupo hidrocarburo insaturado, y
opcionalmente tiene un enlace insaturado en la molécula o en la terminal. Entre estos, se prefieren como Rs un
grupo alquilo C1.39, un grupo alquenilo Cs.30, y un grupo alquinilo Cz-30, mas preferido es un grupo alquilo C1¢-30, y aiin
mas preferido es un grupo alquilo C1s.25. Ejemplos especificos de R4 incluyen -C1gHss, -C24Hag y similares.

El grupo hidrocarburo de Rz o R4 opcionalmente tiene sustituyente(s). Cuando el grupo hidrocarburo de Rz o R4 tiene
sustituyente(s), los ejemplos del sustituyente incluyen un grupo donador de electrones tal como un atomo de
halégeno (preferiblemente un atomo de cloro, atomo de fluor); un grupo alcoxi (preferiblemente Ci.24, mas
preferiblemente C4.16, aln mas preferiblemente C1.19, con especial preferencia C1.4), tal como metoxi, etoxi, propoxi,
isopropoxi, butoxi, terc-butoxi y similares; un grupo ariloxi (preferiblemente Ce.14), tal como fenoxi y similares; un
grupo hidroxi; un grupo amino; un grupo alquilamino tal como metilamino, dimetilamino, etilamino, dietilamino y
similares; un grupo cicloalquilamino; un grupo alquilcarbonilamino tal como acetamida y similares; un grupo
cicloalquilcarbonilamino; un grupo arilcarbonilamino (preferiblemente, un grupo arilcarbonilamino en donde el resto
arilo es un grupo arilo que tiene un numero de carbonos de 6 a 14), tal como benzoilamino y similares, y similares,
ademas, un grupo aceptor de electrones tal como un grupo carboxilo; un grupo alcoxicarbonilo; un grupo acilo (grupo
acilo es como se menciona a continuacion, preferiblemente un grupo alquilcarbonilo en donde el resto alquilo es un
grupo alquilo lineal o ramificado que tiene un nimero de carbonos de 1 a 24); un grupo carbamoilo; trifluorometilo y
similares. La posiciéon y el nimero de los sustituyentes no estan particularmente limitados, y de uno a un nimero
adecuado maximo de sustituyentes puede(n) estar presente(s) en la(s) posicion(es) sustituible(s). Cuando uno o
mas sustituyentes estan presentes, pueden ser iguales o diferentes.

El "grupo acilo" en la presente memoria es, por ejemplo, un grupo formilo; un grupo alquilcarbonilo (por ejemplo, un
grupo alquilcarbonilo en donde el resto alquilo es un grupo alquilo lineal o ramificado que tiene un ndmero de
carbonos de 1 a 24 (preferiblemente de 1 a 12) (por ejemplo, acetilo, propionilo, butirilo, isobutirilo, valerilo, pivaloilo,
hexanoilo)); un grupo cicloalquilcarbonilo (por ejemplo, un grupo cicloalquilcarbonilo en donde el resto cicloalquilo es
un grupo cicloalquilo que tiene un nimero de carbonos de 3 a 10); un grupo alquenilcarbonilo (por ejemplo, un grupo
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alquenilcarbonilo en donde el resto alquenilo es una cadena lineal o ramificada que tiene un nimero de carbonos de
2 a 12 (por ejemplo, acriloilo, metacriloilo)); un grupo arilcarbonilo (por ejemplo, un grupo arilcarbonilo en donde el
resto arilo es un grupo arilo que tiene un numero de carbonos de 6 a 14 (por ejemplo, benzoilo, naftoilo)) y similares.
El grupo arilo del grupo arilcarbonilo es, por ejemplo, un grupo hidrocarburo aromatico monociclico-triciclico, y
ejemplos especificos incluyen fenilo, naftilo, antrilo y fenantrilo. De estos son preferibles como el grupo acilo, formilo,
acetilo, propionilo, butirilo, isobutirilo, benzoilo, naftoilo y similares, y acetilo y benzoilo son mas preferibles.

Ejemplos del resto alquilo de los antes mencionados grupo alquilamino y grupo alquilcarbonilamino incluyen un
grupo alquilo lineal o ramificado (nimero preferible de carbono de 1-24, nimero de carbonos mas preferible de 1-16,
el numero de carbonos aun mas preferible de 1-10, particularmente preferible nimero de carbonos de 1-4) tal como
metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo, sec-butilo, terc-butilo, pentilo, hexilo, heptilo, octilo, nonilo, decilo,
undecilo, dodecilo, tridecilo, tetradecilo, pentadecilo, hexadecilo, heptadecilo, octadecilo y similares.

Ejemplos del resto cicloalquilo del grupo cicloalquilamino y el grupo cicloalquilcarbonilamino anteriormente
mencionados incluyen un grupo cicloalquilo (nimero de carbonos preferido de 3-24, nimero de carbonos mas
preferido de 3-16, siendo el niumero de carbono mas preferido de 3-10, nimero de carbonos particularmente
preferido de 3-6), tales como ciclopentilo, ciclohexilo y similares.

Ejemplos del resto alcoxi del grupo alcoxicarbonilo mencionado anteriormente incluyen aquellos similares al grupo
alcoxi anteriormente mencionado.

Los sustituyentes mencionados anteriormente pueden estar sustituidos ademas en la(s) posicién(es) sustituibles con
al menos un tipo de halégeno, un grupo alquilo, un grupo cicloalquilo, un grupo alquenilo, un grupo alquinilo, un
grupo fenilo, un grupo alcoxi, un grupo hidroxi, un grupo amino, un grupo alquilamino y un grupo cicloalquilamino.

Los ejemplos del halégeno, grupo alcoxi, grupo alquilamino y grupo cicloalquilamino incluyen aquellos similares a los
anteriores.

Ejemplos del grupo alquilo incluyen un grupo alquilo (nimero de carbonos preferido de 1-24, numero de carbonos
mas preferidos de 1-16, nimero de carbonos todavia mas preferido de 1-10, niUmero de carbonos particularmente
preferido de 1-4) tal como metilo, etilo, n- propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo, sec-butilo, terc-butilo, pentilo, hexilo,
heptilo, octilo, nonilo, decilo, undecilo, dodecilo, tridecilo, tetradecilo, pentadecilo, hexadecilo, heptadecilo, octadecilo
y similares.

Ejemplos del grupo cicloalquilo incluyen un grupo cicloalquilo (nimero de carbonos preferido de 3-24, numero de
carbonos mas preferido de 3-16, nimero de carbonos todavia mas preferido de 3-10, nimero de carbonos
particularmente preferido de 3-6), tales como ciclopentilo, ciclohexilo y similares.

Los ejemplos del grupo alquenilo incluyen un grupo alquenilo (nimero de carbonos preferido de 2-24, numero de
carbonos mas preferido de 2-16, nimero de carbonos todavia mas preferido de 2-10, nimero de carbonos
particularmente preferido de 2-4) tales como vinilo, propenilo, butenilo y similares.

Ejemplos del grupo alquinilo incluyen un grupo alquinilo (ndmero preferido de carbono de 2-24, nimero de carbonos
mas preferido de 2-16, numero de carbonos todavia mas preferido de 2-10, niumero de carbonos particularmente
preferido de 2-4) tales como etinilo, propargilo, butinilo, pentinilo y similares.

A1-A5 son iguales o diferentes y cada uno es un atomo de hidrégeno o un grupo protector de hidroxi. Los ejemplos
del "grupo protector de hidroxi" incluyen bencilo, 4-metoxibencilo (es decir, p-metoxibencilo (PMB)),
metoxietoximetilo, tetrahidropiranilo, trimetilsililo (TMS), t-butildimetilsililo (TBS o TBDMS), t-butildifenilsililo (TBDPS),
t-butoxicarbonilo, tricloroetoxicarbonilo, acetilo, pivaloilo y similares.

En la presente invencion, de entre los estereoisdmeros derivados de la estructura ciclica de aztcar (galactopiranosa)
se emplea la configuracion a.

Cuando el compuesto (l) y el compuesto (ll) tienen un esterecisdmero derivado de una estructura distinta de la
estructura ciclica de azucar (por ejemplo, un carbono asimétrico etc en una parte distinta de la estructura ciclica de
azucar), cualesquiera isdmeros estan también comprendidos en la presente invencion, que puede ser una mezcla
(incluyendo el racemato) de dos o mas clases de isdmeros en cualquier proporcion.

Particularmente, el compuesto (I) contiene un isémero o6ptico derivado del carbono asimétrico de una parte distinta
de la estructura ciclica de azucar. En la presente invencion, el compuesto (I) puede ser una sola forma épticamente
activa o una mezcla de dos o mas tipos de formas Opticamente activas en cualquier proporcion (incluyendo los
racematos). El carbono asimétrico al cual -NHC(=O)XR; esta unido esta preferiblemente en una configuracion S, y el
carbono asimétrico adyacente al carbono asimétrico unido a -NHC(=O)XR4, al que el OH esta unido, esta
preferiblemente en una configuracion R. El carbono asimétrico al cual Rs esta unido esta preferiblemente en una
configuracion R.
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Ademas, el compuesto (ll) contiene un isémero 6ptico derivado del carbono asimétrico de la parte distinta de la
estructura ciclica de azucar. En la presente invencion, el compuesto (ll) puede ser una sola forma épticamente activa
0 una mezcla de dos o mas tipos de formas épticamente activas en cualquier proporcién (incluyendo el racemato). El
carbono asimétrico al cual N3 esta unido esta preferiblemente en una configuraciéon S. El carbono asimétrico al cual -
OA, esta unido esta preferiblemente en una configuracion R. El carbono asimétrico al cual -OAs esta unido esta
preferiblemente en una configuracion R.

Las sales del compuesto (l) y el compuesto (I) son preferiblemente sales farmacolégicamente aceptables; ejemplos
incluyen sales de acidos inorganicos tales como los hidrocloruros, hidrobromuros, hidroyoduros, sulfatos, nitratos, y
fosfatos; sales de acidos organicos tales como los succinatos, fumaratos, acetatos, metanosulfonatos, y
toluenosulfonatos; sales de metales alcalinos tales como las sales de sodio y sales de potasio; sales de metales
alcalinotérreos tales como las sales de magnesio y sales de calcio; sales de amonio tales como las sales de amonio
y sales de alquilamonio; y similares.

Ejemplos especificos del compuesto preferible (1) de la presente invencion se muestran en la Tabla 1, que no ha de
interpretarse como limitativa.

Tabla 1

R4

o& R,
HO o
O ° OH
HO | R
NH  OH
o x/R“
-NR1R> X- -Rs3 -R4

RCAI-123 -NMe; -CH,- -C14Ha9 -C24Ha9
RCAI-124 -NHMe -CH,- -C14Ha9 -C24Ha9
RCAI-137 NHOH -CH,- -C14Ha9 -C24Ha9
RCAI-138 -NHOMe -CH,- -C14Ha9 -C24Ha9
RCAI-148 -NHEt -CH,- -C14Ha9 -C24Ha9
RCAI-149 NEt, -CH,- -C14Ha9 -C24Ha9
RCAI-121 O -CH,- -C14Ha9 -C24Ha9
RCAI-122 //\0 -CH,- -C14Ha9 -C24Ha9

RCA|-131 Q -CHz- -C14H29 -C24H49
AN

RCAI-132 H -CH>- -C14H29 -Co4Ha49
N

RCAI-139 H -CHz- -C14H29 -C24H49
OMe
e
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RCAI-140 H -CHz- -C14H29 -C24H49
N Me
e

RCAI-141 H -CH; - -C14H29 -Ca4Ha49

RCAI-150 -NMe; -NH- -C14H29 -C15H33

El método de produccién de los compuestos (1) y (1) de la presente invencion se explica a continuacion.

Los compuestos (I) y (II) pueden ser producidos segun el método descrito en el siguiente esquema o un método
analogo al mismo, pero el método no se limita a ellos, y se pueden modificar segun sea apropiado a demanda.
Ejemplos de tales modificaciones incluyen alquilacién, acilacién, aminacion, iminacion, halogenacion, reduccion,
oxidacion y similares, para los que se utilizan reacciones y métodos utilizados generalmente en el campo. En este
caso, dependiendo de la clase de grupo funcional, a veces es eficaz para las técnicas de produccion sustituir el
grupo funcional en la etapa de material de partida o intermedio por un grupo protector adecuado (grupo facilmente
convertible al grupo funcional). Las propiedades quimicas de los grupos protectores, el método de introduccion de
los mismo, y la eliminacién de los mismos se describen en detalle en, por ejemplo, T. Greene y P. Wuts "Protective
Groups in Organic Synthesis" (tercera edicion), John Wiley & Sons NY (1999).

Como el compuesto material de partida, salvo que se indique en particular, se puede obtener faciimente un producto
disponible en el mercado, o puede producirse segiin un método conocido per se o un método analogo al mismo.

Los esquemas de sintesis del compuesto de la presente invencién se muestran a continuacion (reacciones
detalladas siguen los Ejemplos). En los esquemas, los grupos y compuestos especificos se utilizan a veces para la
descripcion. Sin embargo, es claro para los expertos en la técnica de habilidad ordinaria que se pueden utilizar
grupos y compuestos alternativos.

Esquema 1
—— - O T
AZO&\O AZON A + Ry
A;0 OH Etapa 1 2 AO L HO/\l/\r

A0 OH FEtapa N; OAs
Al A2 A3 A4

AsC
Etapa 3 N; OAg Etapa 4
AS
AO-OH
A0 2 Ohy AQCH OAs
ASQ)/Y\(RS + A0 Q O/YYR?’
N; OAs A0 Ny OAg
A8 A7

en donde A es un grupo protector de hidroxi, L es un grupo saliente, y otros simbolos son como se definieron
anteriormente.

Ejemplos del grupo protector de hidroxi para A incluyen aquellos similares a los grupos mencionados anteriormente
para A1-A5. Ejemplos del grupo saliente L incluyen triloroacetoimidoiloxi, fosfato [-OP (O) (OPh), y similares],
halégeno (Br, F y similares) y similares.

[Etapa 1]

En la etapa 1, se protege el grupo hidroxi en posicion 6 del compuesto A1. Para ser mas especificos, el compuesto
A1 se hace reaccionar con un reactivo protector en un disolvente organico en presencia de una base. Como bases
se incluyen compuestos amino tales como piridina, 2,6-lutidina, trietilamina y similares. Un reactivo de silicio
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organico se usa adecuadamente como reactivo protector; por ejemplo, trifluorometanosulfonato de terc-
butildimetilsililo, cloruro de terc-butildimetilsililo y similares pueden ser utilizados. El disolvente puede ser cualquiera
siempre que no inhiba la reaccién. Como disolvente, se utilizan N,N-dimetilformamida (DMF), tetrahidrofurano (THF),
triamida del acido hexametilfosférico (HMPA), un disolvente mixto de los mismos y similares. La cantidad de la base
a ser usada es generalmente de 1-2 equivalentes con relacion al compuesto A1. La cantidad del reactivo protector a
ser usado es generalmente de 1-5 equivalentes, preferiblemente 1-2 equivalentes, por cada grupo hidroxi del
compuesto A1. La cantidad del disolvente a ser usada es generalmente de 10-50 veces en volumen, preferiblemente
de 10-20 veces en volumen, con relacién al compuesto A1. Este paso se lleva a cabo preferiblemente en presencia
de un catalizador tal como 4-(N,N-dimetilamino)piridina (DMAP) y similares. Una cantidad catalitica es suficiente
como la cantidad del catalizador a utilizar.

La temperatura de reaccion es normalmente de -20° C a temperatura ambiente, preferiblemente de 0° C a
temperatura ambiente; el tiempo de reaccion es normalmente de 1 a 48 horas, preferiblemente de 12 a 24 horas.
Después de la terminacion de la reaccion, el liquido de reaccion se concentra a presion reducida, y el residuo se
purifica por cromatografia en columna, con lo que el compuesto A2 se puede obtener en un alto rendimiento.

El compuesto de A1 de material de partida se puede sintetizar por un método conocido a partir de este documento
(Carbohydr. Res., 1979, 73, 273).

[Etapa 2]

En la etapa 2, el grupo hidroxi en posicion 1 del compuesto A2 se convierte en el grupo saliente L para dar el
compuesto A3. Por ejemplo, cuando el grupo saliente es tricloroacetoimidoiloxi, el compuesto A3 se puede obtener
haciendo reaccionar el compuesto A2 con tricloroacetonitrilo en presencia de una base.

La cantidad de tricloroacetonitrilo a ser usada es generalmente de 1-10 equivalentes con respecto al compuesto A2.
Ejemplos de la base incluyen el carbonato de cesio, diazabicicloundeceno (DBU), diazabiciclononeno (DBN) y
similares. La cantidad de base a ser usada es generalmente de 0,01-2 equivalentes con relacién al compuesto A2.
Los ejemplos del disolvente incluyen diclorometano, éter dietilico, THF y similares. La cantidad de disolvente a ser
usada es generalmente de 0,5-100 ml por 1 mmol de compuesto A2. La temperatura de reaccion es generalmente
de 0 a 50° C, preferiblemente a temperatura ambiente, y el tiempo de reaccion es generalmente de 30 minutos-24
horas.

El compuesto A3 se puede aislar por un método convencional. Por ejemplo, el compuesto A3 puede obtenerse
diluyendo con un disolvente, lavando con agua, solucion acuosa saturada de bicarbonato de sodio, salmuera
saturada y similares, y secando sobre carbonato potasico anhidro y similares, lo que es seguido por filtracion y
concentracion. Cuando sea necesario, puede llevarse a cabo una purificacion adicional.

[Etapa 3]

En el Etapa 3, el compuesto A3 se hace reaccionar con el compuesto A4 en presencia de trifluorometanosulfonato
de trimetilsililo y tamices moleculares para dar el compuesto AS. El material de partida A4 se puede sintetizar por un
método conocido a partir de este documento (Eur. J. Org. Chem., 1998, 291).

La cantidad de compuesto A3 a ser usada es generalmente de 0,1-10 equivalentes con respecto al compuesto A4.
La cantidad de trifluorometanosulfonato de trimetilsillo a ser usada es generalmente de 0,01-3 equivalentes con
relacion al compuesto A3. La cantidad de tamices moleculares a ser usada es generalmente de 1-2 g por 1 mmol de
compuesto A3. Ejemplos del disolvente incluyen diclorometano, triclorometano, THF, dioxano, acetato de etilo y
similares. La cantidad de disolvente a ser usada es generalmente de 1-100 ml por 1 mmol de compuesto A3. La
temperatura de reaccion es generalmente de -78 a 60° C, y el tiempo de reaccion es generalmente de 0,1 a 24
horas.

El compuesto A5 se puede aislar por un método convencional. Por ejemplo, después de la finalizacion de la
reaccion, la mezcla de reaccidon se concentra a presion reducida, y el residuo se purifica por cromatografia en
columna, por medio de lo cual se puede aislar el compuesto A5.

[Etapa 4]

En la etapa 4, el grupo protector del hidroxi en posicion 6 se desprotege. El método de desproteccion se selecciona
de métodos conocidos segun el tipo del grupo protector. Por ejemplo, cuando el grupo protector A es un grupo TBS,
el compuesto A5 se hace reaccionar con fluoruro de tetrabutilamonio o un acido en un disolvente.

Como acido, se usa preferiblemente un acido fuerte tal como el acido trifluoroacético, acido p-toluenosulfénico, acido
clorhidrico y similares. La cantidad de acido a ser utilizada es generalmente de una cantidad catalitica a 10
equivalentes, preferiblemente de 1 a 2 equivalentes, con relacién al compuesto A5.

La cantidad de fluoruro de tetrabutilamonio a ser usada es generalmente de 2 equivalentes-20 equivalentes con
relacion al compuesto A5.
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La temperatura de reaccion es generalmente de -20 a 60° C, preferiblemente a temperatura ambiente, y el tiempo de
reaccion es generalmente de 1-24 horas, preferiblemente de 2-12 horas.

Preferidos como el disolvente es un disolvente soluble en agua, y tetrahidrofurano es particularmente preferible. La
cantidad de disolvente a ser usada es generalmente de 1-100 veces el volumen con relaciéon al compuesto A5.

Después de la terminacion de la reaccion, la mezcla de reacciéon se somete a cromatografia en columna usando
disolventes con diferente polaridad, con lo que se separa y se purifica el compuesto A6 (forma a) y el compuesto A7
(forma B).

Esquema 2

P

Rt
-N n A X
1
N _< Rz
A1°!§ I _NH-HCI MO 5

. j\ el A0 QA4 Re PO QA4
A6 + CI” O~ = A0 /\K‘YRg —— AsD - e
(o] (o}
s o Etapad N3 OAs Etapa 6 /\,\l:\‘c,/As Etapa 7
A A10: (compuesto (Il
. s (compuesto (1))

iLR :\I\R .

Mol N aj\/m A0 ° N H <o Rz

A0 QA4 A2 Az0 QA4 HO OH
AR MY Y — ‘

NHz OAs Etapa 8 NH OAs Etapa 9 /\,‘q:\c‘;
FAL DJ\,R.z 0)\,R4

A: (compuesto (1))

en donde cada simbolo es como se ha definido anteriormente.
[Etapa 5]

En la etapa 5, el compuesto A6 se hace reaccionar con el compuesto A8 en presencia de una base, para dar el
compuesto A9. El compuesto de material de partida A8, se puede sintetizar por un método conocido a partir de este
documento (Sintesis, 1993, 103).

La cantidad de compuesto A8 a ser utilizada es generalmente de 1-10 equivalentes, preferiblemente de 1-5
equivalentes, con relacion al compuesto AB.

Ejemplos de la base incluyen la piridina, trietilamina y similares, y la piridina es preferible. La cantidad de la base a
ser usada es generalmente de 1-10 equivalentes con respecto al compuesto A6. Se puede utilizar cualquier
disolvente siempre que éste no inhiba la reaccién, y como disolvente se utilizan, N,N-dimetilformamida (DMF),
tetrahidrofurano (THF), triamida del acido hexametilfosforico (HMPA), un disolvente mixto de los mismos y similares.
Un disolvente mixto de THF y DMF es preferible. La cantidad de disolvente a ser usada es generalmente de 0,5-100
ml por 1 mmol de compuesto A6. La temperatura de reaccion es de -20° C a la temperatura ambiente,
preferiblemente de 0-4° C, y el tiempo de reaccion es generalmente de 30 minutos a 24 horas. Después de la
terminacion de la reaccion, la mezcla de reacciéon se concentra a presion reducida, y el residuo se purifica por
cromatografia en columna para dar el compuesto A9 en un alto rendimiento.

[Etapa 6]

En la etapa 6, el compuesto A9 se hace reaccionar con el compuesto A14 en presencia de una base para dar el
compuesto A10. El compuesto A10 esta abarcado en el compuesto (Il). El compuesto de material de partida A14,
varia en funciéon de R1 y Ry, y puede ser generalmente sintetizado por un método conocido a partir de un documento
o esta disponible comercialmente.

La cantidad de compuesto A14 a ser utlizada es generalmente de 1-10 equivalentes, preferiblemente 2
equivalentes, con relacion al compuesto A9.

Ejemplos de la base incluyen 4-(dimetilamino)piridina (DMAP), diisopropiletilamina, DABCO y similares. La cantidad
de la base a ser usada es generalmente de 1-10 equivalentes, preferiblemente 5 equivalentes, con respecto al
compuesto A9. Los ejemplos del disolvente incluyen N,N-dimetilformamida (DMF), THF, HMPA, un disolvente mixto
de los mismos y similares. La cantidad de disolvente a ser usada es generalmente de 0,5-50 ml por 1 mmol de
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compuesto A9. La temperatura de reaccion es generalmente de -20 a 60° C, preferiblemente a temperatura
ambiente, y el tiempo de reaccion es generalmente de 10 minutos a 24 horas. Después de la terminacién de la
reaccion, la mezcla de reaccidon se concentra a presion reducida, y el residuo se purifica por cromatografia en
columna para dar el compuesto A10 con un alto rendimiento.

[Etapa 7]

En la etapa 7, el grupo azida en el compuesto A10, se convierte en un grupo amino por reducciéon para dar el
compuesto A11. Para ser mas especificos, el compuesto A10 se hace reaccionar con un agente reductor, y luego
con una base en un disolvente organico. Ejemplos del agente reductor incluyen compuestos de fosfina tales como
trimetilfosfina, tributilfosfina, trifenilfosfina y similares. Como disolvente, se puede utilizar cualquier disolvente
siempre que éste no inhiba la reaccion. Por ejemplo, se utilizan N,N-dimetilformamida (DMF), tetrahidrofurano (THF),
triamida del acido hexametilfosférico (HMPA), un disolvente mixto de los mismos y similares. La cantidad del agente
reductor a ser usada es generalmente de 1-5 equivalentes, preferiblemente 1-2 equivalentes, por cada grupo azida
del compuesto A10. La temperatura de reaccion es generalmente de -20 a 60° C, preferiblemente a temperatura
ambiente, y el tiempo de reaccién es generalmente de 1 a 48 horas, preferiblemente de 12 a 24 horas. Después de
la terminacion de la reaccion, la mezcla de reaccion se trata con una solucién acuosa basica tal como una solucion
acuosa de hidroxido de sodio y similares, y el compuesto A11 se puede aislar y purificar por un método
convencional. Por ejemplo, el compuesto se extrae con un disolvente tal como acetato de etilo y similares. La capa
organica obtenida se lava con una solucién acuosa saturada de bicarbonato de sodio, solucién salina saturada y
similares, y se seca con carbonato de potasio anhidro y similares. Después se filtra la solucion, el filtrado se
concentra a presion reducida, y el residuo se puede purificar por cromatografia en columna

[Etapa 8]

En la etapa 8, el grupo amino del compuesto A11 se acila para dar el compuesto A13. Para ser mas especificos, el
compuesto A11 se hace reaccionar con el compuesto A12 en un disolvente y, cuando sea necesario, en presencia
de una base. El compuesto A12 (material de partida) se puede sintetizar por un método conocido a partir de este
documento (Org. Lett., 2006, 8, 3375).

Mientras que el disolvente no esta particularmente limitado siempre y cuando la reaccion no se inhiba, se utilizan
preferiblemente, por ejemplo, disolventes de halégeno (es decir, diclorometano, cloroformo).

En caso necesario, se puede afiadir una base. Ejemplos de la base incluyen piridina, trietilamina y similares, y
trietilamina es preferible.

La cantidad de disolvente a ser usada es generalmente de 5-100 veces en volumen, preferiblemente de 20-50 veces
el volumen, con relacién al compuesto A11.

La cantidad de base a ser usada es generalmente de 10-50 equivalentes, preferiblemente de 10-20 equivalentes,
con respecto al compuesto A11.

La cantidad de compuesto A12 a ser usada es generalmente de 1-20 equivalentes, preferiblemente de 1-2
equivalentes, con respecto al compuesto A11.

La temperatura de reaccion es generalmente de -20° C a temperatura ambiente, preferiblemente de 0 a 4° C, y el
tiempo de reaccion es generalmente de 1 a 24 horas, preferiblemente de 6 a 12 horas.

Después de la terminacién de la reaccion, el compuesto A13 se puede aislar y purificar por un método convencional.
Por ejemplo, la mezcla de reaccion se diluye con agua, y se extrae con un disolvente de éter tal como el éter dietilico
y similares, un disolvente de éster tal como acetato de etilo y similares. Cuando se utiliza piridina como base, la capa
organica obtenida se lava con solucién acuosa saturada de sulfato de cobre, se lava con agua, salmuera saturada
etc., y se seca sobre sulfato de magnesio anhidro etc. Después de la filtracion, el filtrado se concentra a presion
reducida, y el residuo se purifica mediante cromatografia en columna y similares, para dar el compuesto A13.

[Etapa 9]

En la etapa 9, los grupos protectores de hidroxilo As-As del compuesto A13 se desprotegen para dar el compuesto A
(compuesto (I)). EI método de desproteccion se selecciona de métodos conocidos segun el tipo del grupo protector.
Por ejemplo, en el caso de un grupo bencilo, el compuesto A13 se hace reaccionar en un disolvente en presencia de
hidrégeno y un catalizador de reduccion.

Como disolvente, un disolvente mixto de disolvente de alcohol y de disolvente halégeno es preferible, y un disolvente
mixto de etanol y cloroformo es mas preferible. La cantidad de disolvente a ser usada es generalmente de 10 a 100
veces el volumen, preferiblemente de 10 a 50 veces el volumen, con relacion al compuesto A13.

Ejemplos del catalizador de reduccioén incluyen el hidréxido de paladio, hidréxido de paladio sobre carbon activo,
oxido de platino, niquel Raney y similares. Como la cantidad del catalizador de reduccién a ser usada, una cantidad
catalitica con relacion al compuesto A13 es generalmente suficiente.
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El tiempo de reaccién es generalmente de 1-24 horas, preferiblemente de 12-24 horas. La temperatura de reaccion
es generalmente de 0° C-temperatura ambiente, preferiblemente temperatura ambiente.

Después de la terminacién de la reaccion, se filtra el liquido de reaccion, el filtrado se concentra a presion reducida,
y el residuo se purifica por cromatografia en columna, con lo que se puede obtener el compuesto deseado A con un
buen rendimiento.

Esquema 3
) (2
BnO O_ﬁo H O_ﬁo
A oA o8n HoXe OoH
BnO — A
Etapa 10 " O/YY\(CH2)'12ME HOO/YY\(CHz)uMe
P Ns OBn Etapa 11 NH OH
G1 O)\/(CHZ}EME
G: (Compuesto(l))

[Etapa 10]

En la etapa 10, el grupo hidroxilo en posicién 6 del compuesto A6 se convierte en carbonilo, y se une ademas a
piperidina para dar el compuesto G1. Para ser mas especificos, el compuesto A6 se hace reaccionar con un reactivo
de carbonilacién en un disolvente y, después de la reaccién, se hace reaccionar con piperidina.

Como reactivo de carbonilacién, se utilizan fosgeno, un dimero o trimero del mismo, clorocarbonato y similares.

El disolvente no esta particularmente limitado siempre que éste no inhiba la reaccion. Por ejemplo, se utilizan
preferiblemente disolventes de halégeno (por ejemplo, cloruro de metileno, diclorometano, cloroformo).

Se puede afadir una base como sea necesario. Ejemplos de la base incluyen la piridina, trietilamina y similares, y la
piridina es preferible.

La cantidad de disolvente a ser usado es generalmente de 5-100 veces el volumen, preferiblemente de 20-50 veces
el volumen, con relacién al compuesto A6.

La cantidad de la base a ser usada es generalmente de 1-50 equivalentes, preferiblemente de 2-20 equivalentes,
con respecto al compuesto A6.

La temperatura de reaccion es generalmente de 0 a 50° C, preferiblemente a temperatura ambiente, y el tiempo de
reaccion es generalmente de 30 minutos a 24 horas.

El compuesto G1 se puede aislar por un método convencional. Por ejemplo, después de la finalizaciéon de la
reaccion, la mezcla de reaccidon se concentra a presion reducida, y el residuo se purifica por cromatografia en
columna, por medio de la cual el compuesto G1 puede ser aislado.

[Etapa 11]

En la etapa 11, el compuesto G1 se convierte en el compuesto G. El compuesto G esta abarcado por el compuesto

.

Este paso se realiza de la misma manera que en los pasos 7-9, excepto que el compuesto de partida es el
compuesto G1 en lugar del compuesto A10.
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Esquema 4
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[Etapa 12]

En la paso 12, el grupo amino del compuesto A11 se convierte en un grupo ureido para ¢ N: (compuesto (1))

ser mas especificos, el compuesto A11 se hace reaccionar con el compuesto N1 en un disolvente y, cuando es
necesario, en presencia de una base. El compuesto N1 (compuesto de material de partida) se puede sintetizar por
un método conocido, o esta disponible comercialmente.

Mientras que el disolvente no esta particularmente limitado siempre y cuando no inhiba la reaccién, por ejemplo, se
utilizan preferiblemente disolventes de halégeno (diclorometano, cloroformo).

En caso necesario, se puede afiadir una base. Ejemplos de la base incluyen la piridina, trietilamina y similares.

La cantidad de disolvente a ser usado es generalmente de 5-100 veces el volumen, preferiblemente de 20-50 veces
el volumen, con relacién al compuesto A11.

La cantidad de base a ser usada es generalmente de 10-50 equivalentes, preferiblemente de 10-20 equivalentes,
con respecto al compuesto A11.

La cantidad de compuesto N1 a ser usado es generalmente de 1-20 equivalentes, preferiblemente de 1-10
equivalentes, con relacién al compuesto A11.

La temperatura de la reacciéon es generalmente de -20° C a temperatura ambiente, y el tiempo de reaccion es
generalmente de 1-24 horas.

Después de la terminacion de la reaccion, el compuesto N2 se puede aislar y purificar por un método convencional.
Por ejemplo, la mezcla de reaccion se diluye con agua, y se extrae con un disolvente de éter tal como éter dietilico y
similares, un disolvente de éster tal como acetato de etilo y similares. Cuando se utiliza piridina como base, la capa
organica obtenida se lava con solucion acuosa saturada de sulfato de cobre, se lava con agua, salmuera saturada y
similares, y se seca sobre sulfato de magnesio anhidro y similares. Después de la filtracion, el filtrado se concentra a
presion reducida, y el residuo se purifica por cromatografia en columna y similares para dar el compuesto N2.

[Etapa 13]

En la etapa 13, el compuesto N2 se convierte en el compuesto N. El compuesto N esta comprendido en el
compuesto (1).

Este paso se realiza de la misma manera que la etapa 9, excepto que el compuesto de partida es el compuesto N2
en lugar del compuesto A13.

Mediante la administracion del compuesto (I) o una sal del mismo de la presente invencion (en lo sucesivo también
denominado como "carbamato de glicolipido de la presente invencion"), las células NKT pueden ser activadas, y la
produccion de IFN-y se puede inducir de forma selectiva y preferente. Ademas, a diferencia de la a-
galactosilceramida convencional, se suprime un aumento en la produccion de IL-4. Por lo tanto, es posible la
profilaxis o el tratamiento del cancer o la infeccion y similares, sin agravar el estado de la enfermedad. El grupo
carbamato del glicolipido de la presente invencion no se metaboliza facilmente en comparacién con el grupo amida.
En consecuencia, las células NKT pueden activarse intensamente durante mucho tiempo. Ademas, incluso con una
dosis mas pequefia de administracion que la de la a-galactosilceramida, las células NKT se pueden activar
potentemente para aumentar la cantidad de IFN-y producida.

Mediante la pulsacion de las células dendriticas humanas con el carbamato de glicolipido de la presente invencion y
la administracion de las células dendriticas a un sujeto, puede obtenerse una accion de induccion de la produccion
de IFN-y mas fuerte. La célula dendritica humana aqui utilizada no esta particularmente limitada con tal de que sea
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una célula dendritica derivada de seres humanos (hDC) capaz de activar las células NKT mediante el carbamato de
glicolipido de la presente invencion, y puede ser cualquiera de las células dendriticas mieloides (DC1) y células
dendriticas linfoides (DC2), con preferencia dada a DC1. hDC se puede preparar por cualquier método conocido per
se, y también se puede separar de la epidermis humana, células T de la region de tejido linfoide, tejido no linfoide
periférico, linfa aferente, corium y similares. Preferiblemente, se puede preparar, por ejemplo, por medio de la
separacion de los monocitos, mielocitos y similares a partir de sangre periférica humana y similar por un método de
centrifugacion de gradiente de densidad y similares, y cultivando las mismas durante aproximadamente de 7 a
aproximadamente 10 dias en presencia de GM-CSF e IL-4.

Las hDCs se pueden pulsar con el carbamato de glicolipido de la presente invencion por un método convencional
bien conocido. Por ejemplo, se pueden pulsar HDCs al ser cultivadas en un medio (por ejemplo, el medio RPMI-
1640 etc.) que contiene el carbamato de glicolipido de la presente invencion a una concentracion de
aproximadamente 100 a aproximadamente 200 ng/ml durante aproximadamente de 12 a aproximadamente 48
horas. La pulsacion también se puede realizar afiadiendo el glicolipido de la presente invenciéon al medio en el
proceso de cultivo y maduracién de las HDCs inmaduras antes mencionadas en la presencia de GM-CSF e IL-4.

La presencia o ausencia de activacion de las células NKT y el nivel de la misma se pueden medir por cualquier
método conocido per se. Por ejemplo, la activacion de las células NKT se puede evaluar mediante el uso de la
cantidad de citoquina producida por las células NKT activadas como un indice. Como la citoquina producida por las
células NKT activadas, se pueden mencionar IFN-gamma, IL-4, GM-CSF, IL-10 y similares. El glicolipido de la
presente invencion induce selectivamente la produccion de IFN-y.

La produccion de citoquinas en las células NKT se puede medir mediante, por ejemplo, el uso de un anticuerpo a la
citoquina. Por ejemplo, la activacion de las células NKT también se puede evaluar mediante un inmunoensayo
convencional tal como un método de ELISA, método de RIA, método de FIA, método de EIA y similares, y utilizando
el sobrenadante del cultivo celular. En una forma de realizacién preferible, un método incluye poner en contacto una
muestra que contiene células NKT con un anticuerpo anti-citoquinas inmovilizado en una fase sélida y, después de
la separacion solido-liquido, detectar y contar las citoquinas unidas a la fase sélida por un método de sandwich
utilizando un anticuerpo anti-citoquina marcado. Ejemplos de la etiqueta incluyen una enzima, sustancia
fluorescente, sustancia luminiscente, tinte, radioisétopo y similares. También se puede usar un anticuerpo anti-
citoquina biotinilado y (estrept)avidina unida a la etiqueta. Un sistema de ensayo para la deteccion de células
productoras de citoquinas que utiliza enzimas tales como la fosfatasa alcalina y similares como etiqueta se conoce
por el nombre de ELISPOT.

Las enfermedades que pueden ser prevenidas o tratadas por el carbamato de glicolipido de la presente invencion no
estan particularmente limitadas, siempre y cuando se espere que el aumento de la produccion de IFN-y muestre un
efecto directo o indirecto profilactico o terapéutico sobre las mismas. Ejemplos de las mismas incluyen diversos
carcinomas (por ejemplo, el cancer de mama, cancer colorrectal, cancer de pulmoén, cancer de prostata, cancer de
esofago, cancer gastrico, cancer de higado, cancer biliar, cancer de bazo, cancer de rifion, cancer de vejiga urinaria,
cancer uterino, cancer testicular, cancer de tiroides, cancer pancreatico, tumor cerebral, cancer de ovario, cancer de
piel, tumor de la sangre (por ejemplo, leucemia de células T de adultos, leucemia mieloide crénica, linfoma maligno y
similares) y similares); diversas infecciones, por ejemplo, enfermedades viricas (por ejemplo, la hepatitis virica
debida al virus de la hepatitis B, virus de la hepatitis C, virus de la hepatitis D, herpes, el sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) y similares), infecciones bacterianas (por ejemplo, la tuberculosis resistente a los
medicamentos, infeccién micobacteriana atipica y similares), micosis (por ejemplo, candidosis y similares) y similares
en mamiferos (por ejemplo, ratén, gato, bovino, perro, caballo, cabra, mono, ser humano).

Ademas, siempre que la eficacia no se vea afectada, el carbamato de glicolipido de la presente invencion se puede
utilizar en combinacion con otros medicamentos, por ejemplo, agentes anticancerigenos, farmacos antivirales,
farmacos antibacterianos, farmacos antifungicos y similares existentes. En este caso, el periodo de administracion
no esta limitado y estos agentes se puede administrar al sujeto simultaneamente o en intervalos de tiempo. La dosis
puede determinarse apropiadamente tomando en cuenta la dosis clinicamente adoptada como un estandar. La
relacion de mezcla del carbamato de glicolipido de la presente invencion con el farmaco concomitante puede
determinarse apropiadamente dependiendo del sujeto de administracion, via de administracion, la enfermedad
objetivo, las condiciones, combinacion, y similares.

Ejemplos de los agentes anticancer existentes incluyen farmacos quimioterapéuticos, farmacos terapéuticos
hormonales, farmacos inmunoterapéuticos, y similares.

Ejemplos de los farmacos quimioterapéuticos incluyen los farmacos alquilantes (por ejemplo, la ciclofosfamida,
ifosfamida, nimustina, ranimustina, carboquona, etc.), farmacos antimetabdlicos (por ejemplo, el metotrexato, 5-
fluorouracilo, tegafur, carmofur, UFT, doxifluridina, citarabina, enocitabina, mercaptopurina, ribésido de
mercaptopurina, tioguanina, etc.), antibidticos anticancerigenos (por ejemplo, la mitomicina, adriamicina,
daunorrubicina, epirrubicina, pirarrubicina, idarrubicina, bleomicina, peplomicina, actinomicina, etc.), agentes
anticancer de origen vegetal (por ejemplo, la vincristina, vinblastina, vindesina, etopdsido, campotecina, irinotecan,
etc.), cisplatino, carboplatino, nedaplatino, paclitaxel, docetaxel, estramustina, y similares.
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Ejemplos de los farmacos terapéuticos hormonales incluyen las hormonas adrenocorticales (por ejemplo, la
prednisolona, prednisona, dexametasona, acetato de cortisona, etc.), los estrégenos (por ejemplo, el estradiol,
etinilestradiol, fosfestrol, clorotrianiseno, etc.), los antiestrogenos (por ejemplo, el epitiostanol, mepitiostano,
tamoxifeno, clomifeno, etc.), las hormonas luteinizantes (por ejemplo, el caproato de hidroxiprogesterona, la
didrogesterona, medroxiprogesterona, noretisterona, noretindrona, etc.), los derivados de la LHRH (por ejemplo, el
acetato de leuprorelina, etc.) y similares.

Ejemplos de los farmacos inmunoterapéuticos incluyen componentes derivados de los microorganismos o de las
bacterias (por ejemplo, derivados de muramil dipéptido, picibanil, etc.), polisacaridos que tienen una actividad
inmunopotenciadora (por ejemplo, el lentinan, esquizofilan, krestin, etc.), las citoquinas de ingenieria genética (por
ejemplo, los interferones, la interleucina 2 (IL-2), interleucina 12 (IL-12), factor de necrosis tumoral (TNF), etc.), los
agentes estimulantes de colonias (por ejemplo, el factor estimulante de colonias de granulocitos, eritropoyetina, etc.)
y similares.

Ejemplos de los farmacos antivirales incluyen farmacos antivirales inhibidores de la sintesis de acido nucleico (por
ejemplo, el aciclovir, ganciclovir, vidarabina, foscarnet, zidovudina, lamivudina, didanosina, etc.), farmacos antivirales
inhibidores de la invasion intracelular (por ejemplo, la amantadina, zanamivir, oseltamivir etc.), farmacos antivirales
que potencian la capacidad de profilaxis del hospedante (por ejemplo, el interferén, isoprinosina, etc.), y similares.

Ejemplos de los farmacos antibacterianos incluyen antibidticos de penicilina (por ejemplo, la sawacilina, pasetocina,
yamacilina, bacacil, viccillin, pentrex etc.), antibiéticos de cefem (por ejemplo, el keflex, kefral, cefzon, tomiron,
cefspan, pansporin etc.), antibiéticos macrélidos (por ejemplo, la eritrosina, clarith, klaricid, rulid, josamicina etc.),
antibioticos de tetraciclina (por ejemplo, la minomicina, vibramicina, hidramicina, ledermicina etc.), antibiéticos de
fosfomicina (por ejemplo, la fosmicina, eukocina etc.), antibiéticos aminoglucésidos (por ejemplo, la kanamicina,
etc.), farmacos antibacterianos de las nuevas quinolonas (por ejemplo, cravit, Tarivid, baccidal, tosuxacina, ozex
etc.), y similares.

Ejemplos del agente antifungico incluyen farmacos antifungicos de polieno (por ejemplo, la tricomicina, anfotericina
B, nistatina, etc.), farmacos antifungicos de imidazol (por ejemplo, el econazol, miconazol, clotrimazol, etc), farmacos
antifingicos de triazol (por ejemplo, el fluconazol, itraconazol, etc.), farmacos antifungicos de alilamina (por ejemplo,
butenafina, clorhidrato de terbinafina, etc.), farmacos antifungicos de flucitosina (5-FC) (por ejemplo, flucitosina, etc.),
y similares.

Cuando el carbamato de glicolipido de la presente invencion se administra a un ser humano, puede administrarse de
forma segura por via oral o parenteral, tal como esta o después de ser mezclado con un vehiculo, excipiente,
diluyente y similares farmacolégicamente aceptables, en forma de composiciones farmacéuticas, tales como
preparaciones orales (por ejemplo, polvos, granulos, comprimidos, capsulas), preparaciones parenterales (por
ejemplo, inyecciones), y supositorios (por ejemplo, supositorios rectales, supositorios vaginales). Estas
preparaciones se pueden producir por métodos conocidos convencionalmente.

Ejemplos de la inyeccioén incluyen inyecciones subcutaneas, inyecciones intravenosas, inyecciones intramusculares,
inyecciones intraperitoneales, infusiones de goteo y similares. Una inyeccion puede prepararse en forma de
inyeccion acuosa por tratamiento del glicolipido de la presente invenciéon en presencia de un agente solubilizante
(por ejemplo, beta-ciclodextrinas), un agente dispersante (por ejemplo, carboximetilcelulosa, alginato de sodio), un
conservante (por ejemplo, metilparabeno, propilparabeno, alcohol bencilico, clorobutanol), un agente isotonificante
(por ejemplo, cloruro de sodio, glicerol, sorbitol, glucosa) y similares por un método convencional. Una inyeccion
puede prepararse también como una inyeccion oleosa disolviendo, suspendiendo o emulsionando el glicolipido de la
presente invencidn en un aceite vegetal (por ejemplo, aceite de oliva, aceite de sésamo, aceite de cacahuete, aceite
de semilla de algoddn, aceite de maiz), propilenglicol y similares.

También se puede producir una preparacion oral por adicion del carbamato de glicolipido de la presente invencion a,
por ejemplo, un excipiente (por ejemplo, la lactosa, sacarosa, almidén), un desintegrante (por ejemplo, el almidén,
carbonato de calcio), un aglutinante (por ejemplo, el almidén, goma arabiga, carboximetilcelulosa, polivinilpirrolidona,
hidroxipropilcelulosa) o un lubricante (por ejemplo, el talco, estearato de magnesio, polietilenglicol) y similares, como
sea apropiado, moldeando la mezcla por compresién y, a continuacién, en caso necesario, recubriendo la mezcla
con hidroxipropilmetilcelulosa y similares. Un supositorio puede ser producido mezclando el carbamato de glicolipido
de la presente invencién con un excipiente no irritante (por ejemplo, polietilenglicol, glicéridos de acidos grasos
superiores).

La dosis del carbamato de glicolipido de la presente invencidon varia dependiendo de la edad, peso corporal,
sintomas, forma de dosificacion, método de administracion, duracién de la administracion y similares; por ejemplo, a
un paciente (adulto, peso aproximado de 60 kg), se administra una dosis diaria de 0,1 a 1 mg/kg, preferiblemente de
0,5 a 1 mg/kg, mas preferiblemente de 0,8 a 1 mg/kg, por via oral o parenteral en una sola o varias porciones
divididas.

En un intento de inducir la produccién de IFN-y, también es posible pulsar las células dendriticas con el carbamato
de glicolipido de la presente invencion, y administrar las células dendriticas a los pacientes. Por lo tanto, la presente
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invencion proporciona un inductor de la producciéon de IFN-y selectivo que contiene células dendriticas pulsadas con
el carbamato de glicolipido de la presente invencion.

El agente puede ser producido como una preparacion oral/parenteral segun un medio convencional, mediante la
mezcla de una cantidad eficaz de la hDC mencionada anteriormente pulsada con el carbamato de glicolipido de la
presente invencion con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, y similares. El agente se produce generalmente
como una preparacion parenteral tal como una inyeccion, suspension, infusion por goteo y similares. Ejemplos de
vehiculos farmacéuticamente aceptables que pueden estar contenidos en la preparacion parenteral incluyen
soluciones acuosas para inyeccion, tal como solucién salina fisiolégica, solucién isotonica que contiene glucosa y
otros agentes auxiliares (por ejemplo, D-sorbitol, D-manitol, cloruro de sodio y similares) y similares. El agente de la
presente invencion se puede mezclar también con, por ejemplo, un agente tampdn (por ejemplo, tampon de fosfato,
tampon de acetato de sodio), agente calmante (por ejemplo, cloruro de benzalconio, clorhidrato de procaina y
similares), un estabilizador (por ejemplo, albumina de suero humano, polietilenglicol y similares), un conservante,
antioxidante y similares. Cuando el agente se formula como una suspension acuosa, hDCs pulsadas con el
carbamato de glicolipido de la presente invencion soélo tienen que ser suspendidas en la soluciéon acuosa antes
mencionada a aproximadamente 5 x 10° a aproximadamente 1 x 10" células/ml. Dado que la preparacién obtenida
de este modo es estable y de baja toxicidad, puede administrarse con seguridad a un ser humano. Mientras que el
sujeto de la administracion es preferiblemente el/la paciente de donde se derivan las hDCs (es decir, el trasplante es
autdlogo), el sujeto no esta limitado cuando se trata de un ser humano que se predice tiene compatibilidad con las
hDCs a administrar. El método de administracion no esta particularmente limitado, y se puede emplear la
administracion oral o parenteral. Se prefiere la inyeccion o la administracion por goteo, y se pueden mencionar la
administracion intravenosa, administracion subcutanea, administracion intradérmica, administracion intramuscular,
administracion intraperitoneal, administracion directa a la parte afectada y similares. Aunque la dosis del agente de
la presente invencién varia dependiendo del sujeto de administracion, 6rgano diana, sintomas, método de
admlnlstraC|on y similares, una sola dosis del mismo en la cantidad de hDC es generalmente de aproximadamente 6
x 10° a aproximadamente 1 x 10" células, que se administra, por ejemplo, convenientemente por via parenteral a un
paciente adulto (peso corporal 60 kg) de aproximadamente 4 a aproximadamente 8 veces a intervalos de
aproximadamente 1 a aproximadamente 2 semanas.

Ejemplos

La presente invencion se explica con mas detalle a continuacién por referencia a los Ejemplos y Ejemplos
Experimentales, que no deben interpretarse como limitativos.

Ejemplo 1: Sintesis y método de purificacion de RCAI-123 (abarcado en el compuesto A)
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Sintesis del compuesto 2

El compuesto 1 se puede sintetizar por un método conocido por medio de este documento (Carbohydr. Res., 1979,
73, 273). Se afnadi6 a una solucidon de compuesto 1 (6,03 g, 13,4 mmoles) y trietilamina (9,3 ml, 67 mmoles) en N,N-
dimetilformamida (120 ml) cloruro de terc-butildimetilsililo (2,21 g, 14,7 mmoles) y 4-(N,N-dimetilamino)piridina (163
mg, 1,33 mmoles) a 0° C. La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 15 horas, se afiadié agua,
y la mezcla se extrajo con acetato de etilo. La capa organica se lavé sucesivamente con agua y salmuera saturada,
y se seco sobre sulfato de magnesio anhidro. Después de la filtracion, el filtrado se concentré a presion reducida y
se evaporo el disolvente. El residuo se purificé por cromatografia en columna de gel de silice (80 g, hexano:acetato
de etilo = 10:1) para dar el compuesto 2 (7,04 g, 93%, mezcla de forma a:forma 8 = aproximadamente 3:2) como un
aceite incoloro.

IR (pelicula): vmax = 3420 (ancho medio, OH), 1610 (débil), 1585 (débil), 1495 (medio), 1255 (medio, t-Bu, Si-Me),
1100 (ancho fuerte, C-O), 840 (ancho fuerte), 735 (ancho fuerte), 700 (fuerte) cm™.

"H-RMN (500 MHz, CDCl3): 6 = 7,38-7,19 (15H, m), 5,26 (0,6H, dd, J = 4,0, 2,0 Hz, a-1-H), 4,65 (0,4H, t, J = 7,0 Hz,
B-1-H), 2,94 (0,4H, d, J = 7,0 Hz, B-OH), 2,86 (0,6H, d, J = 2,0 Hz, a-OH), 0,88 (9H, s, t-Bu), 0,04 (3H, s, SiMe), 0,03
(3H, s, SiMe) ppm.

HR-ESIMS: Calculado para [M+Nal" (Cs3H4406SiNa): 587,2799; Encontrado: 587,2799.
Sintesis del compuesto 3

Se afiadieron a una solucién del compuesto 2 (2,02 g, 3,58 mmoles) en diclorometano (50 ml), tricloroacetonitrilo
(3,65 ml, 36,1 mmoles) y carbonato de cesio (590 mg, 1,81 mmoles) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion
se agité a temperatura ambiente durante 16 horas, se afiadié agua, y la mezcla se extrajo con diclorometano. La
capa organica se lavo con solucion acuosa saturada de bicarbonato de sodio, y se seco sobre carbonato de potasio
anhidro. Después de la filtracion, el filtrado se concentré a presion reducida, y el disolvente se evapord para dar el
compuesto diana 3 (2,6 g, mezcla de forma a:forma B = aproximadamente 2:1) como un aceite naranja. Este
compuesto se utilizé para la siguiente operacion sin purificacion adicional.

IR (pelicula): vmax = 3340 (débil, NH), 1730 (medio, C=0), 1670 (fuerte, C=N), 1605 (débil), 1590 (débil), 1500
(medio), 12155 (m, t-Bu, Si-Me), 1105 (ancho, fuerte, CO), 1060 (ancho, fuerte, CO), 840 (fuerte), 735 (fuerte), 700
(fuerte) cm™.

"H-RMN (500 MHz, CDCl3): 6 = 8,61 (0,33H, s, B-NH), 8,51 (0,67H, s, a-NH), 7,38-7,25 (15H, m), 6,51 (0,67 H, d, J =
3,5 Hz, a-1-H), 5,75 (0,33H, d, J = 8,0 Hz, B-1-H), 0,87 (3H, s, B-t-Bu), 0,86 (6H, s, a-t-Bu), 0,04 (1H, s, B-SiMe), 0,03
(1H, s, B-SiMe), 0,01 (2H, s, a-SiMe), 0,00 (2H, s, a-SiMe) ppm.

Sintesis del compuesto 5

El compuesto 4 se puede sintetizar por un método conocido por medio de este documento (Eur. J. Org. Chem.,
1998, 291). A una suspension de compuesto 4 (1,51 g, 2,88 mmoles), compuesto 3 (2,6 g) obtenido por el proceso
antes mencionado y tamices moleculares (4A, polvo, 9,3 g) en diclorometano anhidro (50 ml) se afadi6é
trifluorometanosulfonato de trimetilsililo (26 pl, 0,14 mmoles) a 40° C (temperatura del bafio de aceite). La mezcla de
reaccion se agitd a 40° C (temperatura del bafio de aceite) durante 15 minutos, se enfrié a temperatura ambiente y
se filtr6. Después de la filtracion, el filtrado se lavd con solucién acuosa saturada de bicarbonato de sodio, y la capa
organica se seco sobre carbonato de potasio anhidro. Después de la filtracion, el filtrado se concentré a presion
reducida y se evaporo el disolvente. El residuo se purificé por cromatografia en columna de gel de silice (50 g,
hexano:acetato de etilo = 20:1) para dar el compuesto 5 (2,69 g, 87%, mezcla de forma a:forma B =
aproximadamente 3:1) como un aceite incoloro.

IR (pelicula): vmax = 2100 (fuerte, N3), 1605 (débil), 1585 (débil), 1495 (medio), 1255 (medio, t-Bu, Si-Me), 1105
(ancho, fuerte, CO), 1060 (ancho, fuerte, CO), 840 (ancho, fuerte), 735 (fuerte), 700 (fuerte) cm™.

"H-RMN (500 MHz, CDCl3): 5 =4,89 (0,75 H, d, J = 3,5 Hz, a-1'-H), 4,34 (0,25H, d, J = 7,5 Hz, B-1'-H), 0,88 (3H, t, J
= 6,5 Hz, 18-Hs), 0,87 (2,25H, s, B-t-Bu), 0,86 (6,75H, s, a-t-Bu), 0,019 (0,75H, s, B-SiMe), 0,016 (0,75H, s, B-SiMe),
0,009 (2,25H, s, o-SiMe), 0,002 (2,25H, s, a-SiMe) ppm.

HR-ESIMS: Calculado para [M+Nal" (CesH91N30sg SiNa): 1092,6468; encontrado: 1092,6464.
Sintesis de los compuestos 6, 7

Se afadié a una solucion del compuesto 5 (2,69 g, 2,51 mmoles, mezcla de forma a:forma § = aproximadamente

3:1) obtenido por el procedimiento mencionado anteriormente en tetrahidrofurano (50 ml) una solucién (1,0 M, 5,0

ml, 5,0 mmoles) de fluoruro de tetrabutilamonio en tetrahidrofurano a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion

se agité a temperatura ambiente durante 3 horas, se afiadié agua, y la mezcla se extrajo con acetato de etilo. La

capa organica se lavod sucesivamente con agua y salmuera saturada, y se secé sobre sulfato de magnesio anhidro.

Después de la filtracion, el filtrado se concentrd a presion reducida, y se evaporo el disolvente. El residuo se purificd
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por cromatografia en columna de gel de silice (30 g) para dar el compuesto 6 (forma a, hexano:acetato de etilo =
5:1, 1,67 g, 70%) y el compuesto 7 (forma (3, hexano:acetato de etilo = 3:1, 612 mg, 25%) cada uno como un aceite
incoloro.

forma a: np?* = 1,5171.
[a]o® = 24,8 (c = 1,00, CHCIs).

IR (pelicula): v max = 3480 (ancho, medio, OH), 2100 (fuerte, N3), 1605 (débil), 1585 (débil), 1500 (medio), 1100
(ancho, fuerte, CO), 1060 (ancho, fuerte, CO), 735 (ancho, fuerte), 700 (fuerte) cem™.

'H-RMN (500 MHz, CDCls): & = 7,41-7,20 (25H, m), 4,96 (1H, d, J = 12 Hz), 4,91 (1H, d, J = 3,0 Hz), 4,87 (1H, d, J =
12 Hz), 4,81 (1H, d, J =12 Hz), 4,75 (1H, d, J = 12 Hz), 4,70 (1H, d, J = 12 Hz), 4,66 (1H, d, J = 12 Hz), 4,63 (1H, d,
J =12 Hz), 4,61 (1H, d, J = 12 Hz), 4,57 (1H, d, J = 12 Hz), 4,50 (1H, d, J = 12 Hz), 4,66 (1H, dd, J = 10, 3,5 Hz),
3,99-3,95 (2H, m), 3,85 (1H, ancho, s), 3,75-3,68 (4H, m), 3,63 (1H, dd, J = 12, 3,5 Hz), 3,64-3,60 (1H, m), 3,40 (1H,
ddd, J =12, 8,5, 5,0 Hz), 1,69-1,60 (2H, m), 1,57-1,50 (2H, m), 1,44-1,34 (1H, m), 1,34-1,21 (22H, m), 0,88 (3H, t, J
=7,0 Hz) ppm.

HR-ESIMS: Calculado para [M+Nal" (Cs9H77N30gNa): 978,5603; encontrado: 978,5601.
forma R:

np > =1,5177.

[a]o®=-0,48 (c = 1,02, CHCl3).

IR (pelicula): vmax = 3460 (ancho, medio, OH), 2100 (fuerte, N3), 1605 (débil), 1585 (débil), 1495 (medio), 1090
(ancho, fuerte, CO), 735 (ancho, fuerte), 700 (fuerte) cm™.

"H-RMN (500 MHz, CDCls): & = 7,47-7,21 (25H, m), 4,96 (1H, d, J = 12 Hz), 4,94 (1H, d, J = 12 Hz), 4,81 (1H, d, J =
12 Hz), 4,79 (1H, d, J = 12 Hz), 4,74 (1H, d, J = 12 Hz), 4,68 (1H, d, J = 12 Hz), 4,65 (1H, d, J = 12 Hz), 4,64 (1H, d,
J=12Hz), 4,57 (1H, d, J = 12 Hz), 4,51 (1H, d, J = 12 Hz), 4,34 (1H, d, J = 8,0 Hz), 4,12 (1H, dd, J = 10, 7,5 Hz),
3,89-3,84 (2H, m), 3,77 (1H, dd, J = 10, 3,0 Hz), 3,78-3,75 (1H, m), 3,72-3,65 (2H, m), 3,62 (1H, ancho, quintuplete, J
= 4,0 Hz), 3,51 (1H, dd, J = 10, 3,0 Hz), 3,45 (1H, ddd, J = 11, 8,5, 4,0 Hz), 3,30 (1H, ancho, t, J = 6,5 Hz), 1,71-1,63
(1H, m), 1,58-1,50 (2H, m), 1,44-1,34 (2H, m), 1,33-1,22 (22H, m), 0,88 (3H, t, J = 7,0 Hz) ppm.

HR-ESIMS: Calculado para [M+Na]" (Cs9H77N30gNa): 978,5603; encontrado: 978,5595.
Sintesis del compuesto 9

El compuesto 8 se puede sintetizar por un método conocido por medio de este documento (Sintesis, 1993, 103). Se
afiadié a una solucion del compuesto 6 (1,05 g, 1,10 mmoles) y piridina (444 pl, 5,49 mmoles) en tetrahidrofurano-
N,N-dimetilformamida (1:1, 40 ml) el compuesto 8 (589 mg, 3,32 mmoles) a 0° C. La mezcla de reaccion se agité a
temperatura ambiente durante 16 horas, se afiadid agua, y la mezcla se extrajo con acetato de etilo. La capa
organica se lavo sucesivamente con agua, solucion acuosa saturada de sulfato de cobre, agua, solucién acuosa
saturada de bicarbonato sdédico y salmuera saturada, y se seco sobre sulfato de magnesio anhidro. Después de la
filtracion, el filtrado se concentr6 a presion reducida, y se evapord el disolvente. El residuo se purificd por
cromatografia en columna de gel de silice (30 g, hexano:acetato de etilo = 5:1) para dar el compuesto 9 (1,23 g,
cuantitativamente) en forma de un aceite incoloro.

np? =1,5171.
[a]o? = 26,4 (c = 1,03, CHCl3).

IR (pelicula): v max = 2100 (fuerte, N3), 1815 (fuerte, C=0), 1790 (fuerte, C=0), 1750 (ancho, fuerte, C=0), 1605
(dé?il), 1585 (débil), 1495 (medio), 1230 (ancho, fuerte), 1100 (ancho, fuerte, C-O), 740 (ancho, fuerte), 700 (fuerte)
cm’.

"H-RMN (500 MHz, CDCls): 6 = 7,40-7,22 (25H, m), 4,97 (1H, d, J = 12 Hz), 4,90 (1H, d, J = 3,5 Hz), 4,88 (1H, d, J =
12 Hz), 4,78 (1H, d, J = 12 Hz), 4,76 (1H, d, J = 12 Hz), 4,68 (1H, d, J = 12 Hz), 4,66 (1H, d, J = 12 Hz), 4,63 (1H, d,
J =12 Hz), 4,58 (1H, d, J = 12 Hz), 4,57 (1H, d, J = 12 Hz), 4,52 (1H, d, J = 12 Hz), 4,32 (1H, dd, J = 11, 7,5 Hz),
4,04 (1H, dd, J = 10, 3,0 Hz), 4,01 (1H, dd, J = 11, 5,0 Hz), 4,01-3,96 (2H, m), 3,94-3,91 (1H, m), 3,83-3,81 (1H, m),
3,78-3,69 (3H, m), 3,63-3,60 (1H, m), 2,76 (4H, s), 1,70-1,62 (1H, m), 1,59-1,51 (1H, m), 1,44-1,35 (1H, m), 1,35-1,20
(23H, m), 0,88 (3H, t, J = 7,0 Hz) ppm.

HR-ESIMS: Calculado para [M+Nal" (CesHsoN4O12Na): 1119,5670; encontrado: 1119,5671.
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Sintesis del compuesto 10

Se afiadié a una solucion del compuesto 9 (122 mg, 0,111 mmoles) y diisopropiletilamina (97 ul, 0,557 mmoles) en
N,N-dimetilformamida (5 ml) hidrocloruro de dimetilamina (18 mg, 0,221 mmoles) a temperatura ambiente. La mezcla
de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 17 horas, se afiadidé agua, y la mezcla se extrajo con acetato
de etilo. La capa organica se lavd sucesivamente con agua, solucién acuosa saturada de bicarbonato de sodio y
salmuera saturada, y se seco sobre sulfato de magnesio anhidro. Después de la filtracion, el filtrado se concentré a
presion reducida, y se evaporo el disolvente. El residuo se purificé por cromatografia en columna de gel de silice (30
g, hexano:acetato de etilo = 5:1) para dar el compuesto 10 (101 mg, 89%) como un aceite incoloro.

np % =1,5178.
[a]o® = 24,6 (c = 1,04, CHCIs).

IR (pelicula): vmax = 2300 (fuerte, N3), 1710 (fuerte, C=0), 1605 (débil), 1500 (medio), 1100 (ancho fuerte, C-O), 1060
(ancho fuerte, C-0), 735 (ancho, fuerte), 700 (fuerte) cm™.

"H-RMN (500 MHz, CDCls): 6 = 7,40-7,19 (25H, m), 4,96 (1H, d, J = 12 Hz), 4,91 (1H, d, J = 4,0 Hz), 4,87 (1H, d, J =
12 Hz), 4,79 (1H, d, J = 12 Hz), 4,74 (1H, d, J = 12 Hz), 4,68 (1H, d, J = 12 Hz), 4,66 (1H, d, J = 12 Hz), 4,62 (1H, d,
J =12 Hz), 4,60 (1H, d, J = 12 Hz), 4,57 (1H, d, J = 12 Hz), 4,49 (1H, d, J = 12 Hz), 4,13 (1H, dd, J = 11, 7,0 Hz),
4,09-4,06 (2H, m), 3,99 (1H, dd, J = 10, 3,0 Hz), 3,97 (1H, dd, J = 10, 2,0 Hz), 3,93 (1H, ancho, t, J = 7,0 Hz), 3,86-
3,85 (1H, m), 3,74 (1H, dd, J = 6,5, 4,5 Hz), 3,70 (1H, dd, J = 10, 6,5 Hz), 3,69-3,65 (1H, m), 3,61 (1H, como
quintuplete, J = 4,0 Hz), 2,84 (3H, s), 2,70 (3H, s), 1,70-1,62 (1H, m), 1,57-1,50 (2H, m), 1,44-1,35 (1H, m), 1,33-1,20
(22H, m), 0,88 (3H, t, J = 7,0 Hz) ppm.

HR-ESIMS: Calculado para [M+Nal" (Ce2Hs2N409Na): 1049,5980; encontrado: 1049,5964.
Sintesis del compuesto 11

Se afiadié a una solucion del compuesto 10 (217 mg, 0,211 mmoles) en tetrahidrofurano seco (10 ml) una solucion
(1,0 M, 1,1 ml, 1,1 mmoles) de trimetilfosfina en tetrahidrofurano a 0° C. La mezcla de reaccion se agité a
temperatura ambiente durante 15 horas, y se afadié solucion acuosa de hidréxido de sodio (1,0 M, 2,2 ml, 2,2
mmoles). Después de agitar adicionalmente a temperatura ambiente durante 6 horas, se afiadié agua, y la mezcla
se extrajo con acetato de etilo. La capa organica se lavd sucesivamente con agua, y solucién acuosa saturada de
bicarbonato de sodio, y se secd sobre carbonato de potasio anhidro. Después de la filtracion, el filtrado se concentro
a presion reducida, y se evapor6 el disolvente. El residuo se purificd por cromatografia en columna de gel de silice
(silice NH, 30 g, hexano:acetato de etilo = 1:1) para dar el compuesto 11 (161 mg, 76%) como un aceite incoloro.

np?* = 1,5173.
[a]o®* = 24,3 (c = 1,02, CHCI5).

IR (pelicula): vmax = 3380 (débil, NH), 1710 (ancho, fuerte, C=0), 1600 (débil), 1500 (medio), 1140 (ancho, fuerte, C-
0), 1100 (ancho, fuerte, C-O), 1060 (ancho, fuerte, C-O), 735 (ancho, fuerte), 695 (fuerte) em™.

"H-RMN (500 MHz, CDCls): & = 7,40-7,23 (25H, m), 4,96 (1H, d, J = 12 Hz), 4,90 (1H, d, J = 3,5 Hz), 4,86 (1H, d, J =
12 Hz), 4,78 (1H, d, J = 12 Hz), 4,75 (1H, d, J = 12 Hz), 4,70 (1H, d, J = 12 Hz), 4,66 (1H, d, J = 12 Hz), 4,63 (1H, d,
J=12Hz), 4,61 (1H, d, J = 12 Hz), 4,54 (1H, d, J = 12 Hz), 4,50 (1H, d, J = 12 Hz), 4,14-4,07 (2H, m), 4,07 (1H, dd,
J =10, 4,0 Hz), 3,96-3,92 (3H, m), 3,87 (1H, s, ancho), 3,72-3,69 (1H, m), 3,55-3,52 (1H, m), 3,39 (1H, ancho, t, J =
9,0 Hz), 3,19-3,15 (1H, m), 2,83 (3H, s), 2,68 (3H, s), 1,72-1,62 (1H, m), 1,62-1,51 (2H, m), 1,51-1,42 (1H, m), 1,34-
1,20 (22H, m), 0,88 (3H, t, J = 7,0 Hz) ppm.

HR-ESIMS: Calculado para [M+H]" (Ce2Hs5N209): 1001,6255; encontrado: 1001,6241.
Sintesis del compuesto 13

El compuesto 12 se puede sintetizar por un método conocido por medio de este documento (Org. Lett., 2006, 8,
3375). Se afadio a una solucion del compuesto 11 (151 mg, 0,151 mmoles) y trietilamina (105 pl, 0,757 mmoles) en
diclorometano anhidro (10 ml) una solucion del compuesto 12 (70 mg, 0,17 mmoles) en diclorometano anhidro (2 ml)
a 0° C. La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 18 horas, se afiadio agua, y la mezcla se
extrajo con acetato de etilo. La capa organica se lavd sucesivamente con agua, soluciéon acuosa saturada de
bicarbonato de sodio y salmuera saturada, y se sec6 sobre sulfato de magnesio anhidro. Después de la filtracion, el
filtrado se concentré a presion reducida, y se evaporé el disolvente. El residuo se purificd por cromatografia en
columna de gel de silice (30 g, hexano:acetato de etilo = 4:1) para dar el compuesto 13 (183 mg, 88%) como un
sélido incoloro.

[a]o>* = 18,4 (c = 1,08, CHCl3).

23



10

15

20

25

30

35

40

45

ES2617510T3

"H-RMN (500 MHz, CDCls): 6 = 7,40-7,21 (25H, m), 5,98 (1H, d, J = 8,5 Hz), 4,96 (1H, d, J = 12 Hz), 4,90 (1H, d, J =
4,0 Hz), 4,83 (1H, d, J =12 Hz), 4,79 (1H, d, =12 Hz), 4,78 (1H, d, J = 12 Hz), 4,76 (1H, d, J = 12 Hz), 4,64 (2H, d,
J=12Hz), 4,58 (1H, d, J = 12 Hz), 4,51 (1H, d, J = 12 Hz), 4,45 (1H, d, J = 12 Hz), 4,20-4,15 (1H, m), 4,11 (2H, d, J
= 6,5 Hz), 4,07 (1H, dd, J = 10, 4,0 Hz), 3,93-3,85 (4H, m), 3,84 (1H, dd, J = 7,5, 2,5 Hz), 3,74 (1H, dd, J = 11, 4,0
Hz), 3,49 (1H, dt, J = 8,5, 2,5 Hz), 2,83 (3H, s), 2,73 (3H, s), 1,99 (1H, quintuplete, J = 7,5 Hz), 1,92 (1H, quintuplete,
J =7,5Hz), 1,69-1,40 (6H, m), 1,40-1,18 (66H, m), 0,88 (6H, t, J = 7,0 Hz) ppm.

HR-ESIMS: Calculado para [M+Nal" (CssH134N2019Na): 1401,9936; encontrado: 1401,9930.
Sintesis de RCAI-123

Se afiadio a una solucion del compuesto 13 (179 mg, 0,130 mmoles) en etanol-cloroformo (4:1, 10 ml), hidroxido de
paladio-carbono activado (20%, humedo, 44 mg) a temperatura ambiente. Bajo una atmdsfera de hidrégeno, la
mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 15 horas, y se diluyd con un disolvente mixto de cloroformo-
metanol (5:1). Después de la filtracion, el filirado se concentré a presion reducida, y se evaporé el disolvente. El
residuo se purificd por cromatografia en columna de gel de silice (6 g, cloroformo:metanol = 25:2) para dar RCAI-123
(101 mg, 84%) como un polvo incoloro.

Punto de fusién 130-132° C
[0]o?® = +49,8 (c = 0,30, piridina).

IR (KBr): vmax = 3420 (ancho, fuerte, OH), 3280 (débil, NH), 1690 (ancho, fuerte, C=0), 1640 (fuerte, C=0), 1545
(ancho, medio), 1210 (ancho, medio), 1150 (ancho, medio, C-O), 1080 (ancho, fuerte, C-O), 720 (medio) cem™.

'H-RMN (500 MHz, piridina-ds): & = 8,47 (1H, d, J = 8,5 Hz), 5,50 (1H, d, J = 4,0 Hz), 5,27-5,22 (1H, m), 4,82 (1H, dd,
J=11,7,0Hz), 4,74 (1H, dd, J = 11, 5,0 Hz), 4,64 (1H, dd, J = 11, 5,0 Hz), 4,59 (1H, dd, J = 9,5, 4,0 Hz), 4,46 (1H,
dd, J = 7,0, 6,0 Hz), 4,37-4,26 (5H, m), 2,82 (3H, s), 2,81 (3H, s), 2,31-2,24 (1H, m), 1,96-1,85 (2H, m), 1,84-1,78
(2H, m), 1,72-1,63 (1H, m), 1,47-1,16 (66H, m), 0,85 (6H, t, J = 7,0 Hz) ppm.

HR-ESIMS: Calculado para [M+Nal" (Cs3H104N201gNa): 951,7589; encontrado: 951,7597.

Ejemplo 2: Sintesis y método de purificacion de RCAI-124 (compuesto B)

RCAI-124 se sintetizd y se purificd por un procedimiento similar al del Ejemplo 1.

Las propiedades fisicas de RCAI-124 se muestran a continuacion.

Punto de fusion 146-147° C.

[a]o?” = 44,2 (c = 0,32, piridina).

IR (KBr): vmax = 3340 (ancho, fuerte, OH, NH), 1700 (ancho, fuerte, C=0), 1640 (fuerte, C=0), 1550 (ancho, fuerte),
1275 (ancho, fuerte), 1160 (ancho, medio, C-O), 1070 (ancho, fuerte, C-O), 720 (medio) cm™.

'H-RMN (500 MHz, piridina-ds): & = 8,51 (1H, d, J = 9,0 Hz), 7,75 (1H, q, J = 4,0 Hz), 5,49 (1H, d, J = 4,0 Hz ), 5,22-
5,17 (1H, m), 4,91 (1H, dd, J = 11, 7,5 Hz), 4,78 (1H, dd, J = 11, 4,5 Hz), 4,62 (1H, dd, J = 11, 4,5 Hz), 4,59 (1H, dd,
J=9,5,4,0Hz), 4,54 (1H, dd, J = 7,5, 4,5 Hz), 4,40-4,29 (4H, m), 4,26 (1H, ancho, t, J = 9,0 Hz), 2,87 (3H, d, J =4,0
Hz), 2,48-2,38 (2H, m), 2,31-2,22 (1H, m), 1,96-1,84 (2H, m), 1,84-1,74 (2H, m), 1,72-1,62 (1H, m), 1,46-1,16 (66H,
m), 0,85 (3H, t, J = 7,0 Hz), 0,84 (3H, t, J = 7,0 HZ) ppm.

HR-ESIMS: Calculado para [M+Nal" (Cs2H102N201gNa): 937,7432; encontrado: 937,7422.

Ejemplo 3: Sintesis y método de purificacion de RCAI-137 (compuesto C)

Se sintetizd y se purific6 RCAI-137 por un procedimiento similar al del Ejemplo 1.

Las propiedades fisicas de RCAI-137 se muestran a continuacion.

Punto de fusion 177-179° C.

[a]o?” = 43,1 (c = 0,33, piridina).

IR (KBr): vmax = 3340 (ancho, fuerte, OH, NH), 1730 (ancho, fuerte, C=0), 1640 (ancho, fuerte, C=0), 1540 (ancho,
medio), 12810 (ancho, medio), 1130 (ancho, fuerte, C-O), 1080 (ancho, fuerte, C-O), 1040 (ancho, fuerte, C-O), 720
(medio) cm™.

"H-RMN (500 MHz, piridina-ds): 3 = 11,26 (1H, ancho, s), 11,05 (1H, s), 8,55 (1H, d, J = 8,5 Hz), 5,46 (1H, d, J = 3,5
Hz), 5,20-5,15 (1H, m), 5,00 (1H, dd, J = 11, 7,5 Hz), 4,85 (1H, dd, J = 11, 4,5 Hz), 4,62 (1H, dd, J = 11, 4,5 Hz), 4,59
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(1H, dd, J = 10, 4,5 Hz), 4,59-4,44 (1H, m), 4,36-4,25 (5H, m), 2,51-2,39 (2H, m), 2,28-2,21 (1H, m), 1,96-1,84 (2H,
m), 1,84-1,74 (2H, m), 1,72-1,63 (1H, m), 1,46-1,16 (66H, m), 0,85 (3H, t, J = 7,0 Hz), 0,84 (3H, t, J = 7,0 Hz) ppm.

HR-ESIMS: Calculado para [M+Nal" (Cs1H100N2011Na): 939,7225; encontrado: 939,7247.
Ejemplo 4: Sintesis y método de purificacion de RCAI-137 (compuesto D)

Se sintetizd y se purific6 RCAI-138 por un procedimiento similar al del Ejemplo 1.

Las propiedades fisicas de RCAI-138 se muestran a continuacion.

Punto de fusion 140-142° C.

[8]o%" = 45,2 (c = 0,31, piridina).

IR (KBr): vV max = 3320 (ancho, fuerte, OH, NH), 1730 (ancho, fuerte, C=0), 1645 (ancho, fuerte, C=0), 1630 (fuerte,
C=0), 1545 (medio), 1270 (ancho, medio), 1130 (ancho, medio, C-O), 1070 (ancho, fuerte, C-O), 720 (medio) cm™".

'H-RMN (500 MHz, piridina-ds): & = 11,69 (1H, s), 8,51 (1H, d, J = 8,5 Hz), 5,50 (1H, d, J = 3,5 Hz), 5,24-5,19 (1H,
m), 4,97 (1H, dd, J = 11, 8,0 Hz), 4,81 (1H, dd, J = 11, 4,5 Hz), 4,63 (1H, dd, J = 10, 4,5 Hz), 4,59 ( 1H, dd, J = 10,
4,0 Hz), 4,53 (1H, dd, J = 7,0, 4,5 Hz), 4,34-4,25 (5H, m), 3,85 (3H, s), 2,42 (2H, dt, J = 7,5, 3,0 Hz), 2,30-2,23 (1H,
m), 1,96-1,84 (2H, m), 1,84-1,75 (2H, m), 1,71-1,62 (1H, m), 1,47-1,16 (66H, m), 0,846 (3H, t, J = 7,0 Hz), 0,845 (3H,
t, J =7,0 Hz) ppm.

HR-ESIMS: Calculado para [M+Nal" (Cs2H102N2011Na): 953,7381; encontrado: 953,7346.

Ejemplo 5: Sintesis y método de purificacion de RCAI-148 (compuesto E)

Se sintetizd y se purific6 RCAI-148 por un procedimiento similar al del Ejemplo 1.

Las propiedades fisicas de RCAI-148 se muestran a continuacion.

Punto de fusion 138-140° C.

[8]o%" = 42,8 (c = 0,30, piridina).

IR (KBr): vmax = 3340 (ancho, fuerte, OH, NH), 1700 (ancho, fuerte, C=0), 1640 (ancho, fuerte, C=0), 1545 (ancho,
fuerte), 12170 (ancho, medio), 1140 (ancho, medio, C-O), 1080 (ancho, fuerte, C-O), 1040 (ancho, fuerte, C-O), 720
(débil) cm™.

'H-RMN (500 MHz, piridina-ds): & = 8,46 (1H, d, J = 8,5 Hz), 7,78 (1H, t, J = 5,0 Hz), 5,48 (1H, d, J = 3,5 Hz ), 5,19-
5,14 (1H, m), 4,90 (1H, dd, J = 11, 7,5 Hz), 4,77 (1H, dd, J = 11, 5,0 Hz), 4,61 (1H, dd, J = 11, 5,0 Hz), 4,58 (1H, dd,
J =10, 3,5 Hz), 4,54 (1H, dd, J = 7,5, 5,0 Hz), 4,37-4,29 (4H, m), 4,25 (1H, ancho, t, J = 8,5 Hz), 3,38-3,32 (2H, m),
2,46-2,38 (2H, m), 2,28-2,20 (1H, m), 1,95-1,84 (2H, m), 1,84-1,76 (2H, m), 1,72-1,61 (1H, m), 1,48-1,16 (66H, m),
1,14 (3H,t, J =7,0 Hz), 0,849 (3H, t, J = 7,0 Hz), 0,846 (3H, t, J = 7,0 Hz) ppm.

HR-ESIMS: Calculado para [M+Nal" (Cs3H104N201gNa): 951,7589; encontrado: 951,7573.

Ejemplo 6: Sintesis y método de purificacion de RCAI-149 (compuesto F)

Se sintetizd y se purificé RCAI-149 por un procedimiento similar al del Ejemplo 1.

Las propiedades fisicas de RCAI-149 se muestran a continuacion.

Punto de fusion 151-153° C.

[a]o?” = 45,2 (c = 0,31, piridina).

IR (KBr): vmax = 3310 (ancho, fuerte, OH, NH), 1680 (ancho, fuerte, C=0), 1645 (ancho, fuerte, C=0), 1540 (ancho,
medio), 1285 (medio), 1140 (medio, C-O), 1080 (ancho, fuerte, CO), 1045 (ancho, medio, C-O), 720 (débil) cm™.

"H-RMN (500 MHz, piridina-ds): & = 8,45 (1H, d, J = 9,0 Hz), 5,53 (1H, d, J = 3,5 Hz), 5,28-5,23 (1H, m), 4,84 (1H, dd,
J=11,7,5Hz), 4,77 (1H, dd, J = 11, 5,0 Hz), 4,64 (1H, dd, J = 11, 5,5 Hz), 4,59 (1H, dd, J = 9,5, 4,0 Hz), 4,50 (1H,
dd, J=7,5, 5,5 Hz), 4,37-4,28 (4H, m), 4,35 (1H, dd, J = 7,5, 4,0 Hz), 3,34-3,20 (4H, m), 2,49-2,39 (2H, m), 2,32-2,25
(1H, m), 1,96-1,86 (2H, m), 1,82 (2H, d, quintuplete, J = 7,5, 2,5 Hz), 1,72-1,64 (1H, m ), 1,48-1,16 (66H, m), 1,07
(4H, ancho, s), 0,850 (3H, t, J = 7,0 Hz), 0,848 (3H, t, J = 7,0 Hz) ppm.

HR-ESIMS: Calculado para [M+Nal" (CssH108N201gNa): 979,7902; encontrado: 979,7913.
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Ejemplo 7: Sintesis y método de purificacion de RCAI-121 (abarcado en el compuesto G)

() ()

Trifosgeno BnQ 0_&0 H 0*\%
Piridina, CH2Cly; Bnﬂ&ﬁ OBn Sm Ho - cH
6 BnO . — HQ :
Después, piridina oYY NicHaome o Y Y e e
N3 OBn NH oH
1 GJ\\/(CHQ)BME
RCAl-121

Sintesis del compuesto 1'

Se afiadié a una solucion de compuesto 6 (250 mg, 0,261 mmoles) obtenido por el proceso antes mencionado y
piridina (106 pl, 1,31 mmoles) en diclorometano anhidro (10 ml), trifosgeno (52 mg, 0,175 mmoles) a 0° C. La mezcla
de reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 1 hora, y se afiadio piperidina (129 pl, 1,30 mmoles). Después
de agitar adicionalmente a temperatura ambiente durante 15 horas, se afadié agua, y la mezcla se extrajo con
acetato de etilo. La capa organica se lavo sucesivamente con agua, acido clorhidrico 1M, agua, solucién acuosa
saturada de bicarbonato de sodio y salmuera saturada, y se seco sobre sulfato de magnesio anhidro. Después de la
filtracion, el filtrado se concentr6 a presion reducida, y se evapord el disolvente. El residuo se purificd por
cromatografia en columna de gel de silice (30 g, hexano:acetato de etilo = 6:1) para dar el compuesto 1' (267 mg,
96%) como un aceite incoloro.

np?* = 1,5173.
[a]o®* = 25,6 (c = 1,02, CHCIs).

IR (pelicula): vmax = 2100 (fuerte, N3), 1700 (fuerte, C=0), 1605 (débil), 1585 (débil), 1495 (medio), 1265 (fuerte),
1235 (fuerte), 1100 (ancho, fuerte, C-O), 1060 (ancho, fuerte, C-O), 735 (ancho, fuerte), 700 (fuerte) cm™.

"H-RMN (500 MHz, CDCl3): 6 = 7,39-7,22 (25H, m), 4,96 (1H, d, =12 Hz), 4,91 (1H, d, J = 3,5 Hz), 4,87 (1H, d, J =
12 Hz), 4,79 (1H, d, J = 12 Hz), 4,74 (1H, d, J = 12 Hz), 4,68 (1H, d, J = 12 Hz), 4,63 (1H, d, J = 12 Hz), 4,61 (1H, d,
J=12Hz),4,57 (1H, d, J =12 Hz), 4,49 (1H, d, J = 12 Hz), 4,16-4,6 (3H, m), 3,99 (1H, dd, J = 10, 2,5 Hz), 3,98-3,92
(2H, m), 3,85 (1H, ancho, s), 3,76-3,65 (3H, m), 3,63-3,60 (1H, m), 3,43-3,17 (4H, m), 1,71-1,63 (1H, m), 1,58-1,22
(31H, m), 0,88 (3H, t, J = 7,0 Hz) ppm.

HR-ESIMS: Calculado para [M+Nal" (CesHssN4OgNa): 1089,6293; encontrado: 1089,6301.

Sintesis y método de purificacion de RCAI-121

Por un método similar al de la conversion del compuesto 10 a RCAI-123, se sintetizd y se purificé el compuesto
RCAI-121 a partir del compuesto 1.

Las propiedades fisicas de RCAI-121 se muestran a continuacion.

Punto de fusién 126-128° C.

[a]o?” = 45,0 (c = 0,30, piridina).

IR (KBr): vmax = 3380 (ancho, fuerte, OH, NH), 1685 (ancho, fuerte, C=0), 1645 (ancho, fuerte, C=0), 1540 (ancho,
medio), 1265 (medio), 1240 (medio), 1150 (ancho, medio, C-O), 1080 (ancho, fuerte, C-O), 1040 (ancho, medio, C-
0), 720 (ancho, medio) cm™.

"H-RMN (500 MHz, piridina-ds): 6 = 8,49 (1H, d, J = 8,5 Hz), 5,52 (1H, d, J = 4,0 Hz), 5,29-5,24 (1H, m), 4,86 (1H, dd,
J=11,7,5Hz), 4,79 (1H, dd, J = 11, 5,0 Hz), 4,65 (1H, dd, J = 11, 5,5 Hz), 4,60 (1H, dd, J = 9,5, 4,0 Hz), 4,49 (1H,
dd, J =7,0, 5,5 Hz), 4,37-4,27 (4H, m), 4,35 (1H, dd, J = 7,0, 4,0 Hz), 3,43 (4H, s, ancho), 2,50-2,40 (2H, m), 2,32-
2,24 (1H, m), 1,97-1,85 (2H, m), 1,82 (2H, d, quintuplete, J = 7,5, 3,0 Hz), 1,72-1,63 (1H, m), 1,58-1,18 (72H, m),
0,85 (6H, t, J = 7,0 Hz) ppm.

HR-ESIMS: Calculado para [M+Nal" (CssH108N201gNa): 991,7902; encontrado: 991,7896.

Ejemplo 8: Sintesis y método de purificacion de RCAI-122 (compuesto H)

Por un procedimiento similar al del Ejemplo 7, se sintetiz6 y se purific6 RCAI-122.
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Las propiedades fisicas de RCAI-122 se muestran a continuacion.
Punto de fusion 149-152° C.
[a]o?” = 43,8 (c = 0,33, piridina).

IR (KBr): vmax = 3300 (ancho, fuerte, OH, NH), 1690 (ancho, fuerte, C=0), 1640 (ancho, fuerte, C=0), 1540 (ancho,
medio), 1250 (ancho, medio), 1080 (ancho, fuerte, C-O), 1040 (ancho, medio, C-O), 865 (medio) cem™.

'H-RMN (500 MHz, piridina-ds): & = 8,48 (1H, d, J = 8,5 Hz), 5,52 (1H, d, J = 4,0 Hz), 5,26-5,21 (1H, m), 4,90 (1H, dd,
J=11,8,0Hz), 4,77 (1H, dd, J = 11, 4,5 Hz), 4,65 (1H, dd, J = 11, 5,0 Hz), 4,60 (1H, dd, J = 10, 4,5 Hz), 4,50 (1H,
dd, J = 8,0, 5,0 Hz), 4,38 (1H, dd, J = 9,5, 3,5 Hz), 4,38-4,34 (1H, m), 4,32-4,26 (2H, m), 4,31 (1H, dd, J = 11, 5,0
Hz), 2,48-2,39 (2H, m), 2,30-2,23 (1H, m), 1,96-1,85 (2H, m), 1,81 (2H, d, quintuplete, J = 7,5, 3,5 Hz), 1,73-1,63
(1H, m), 1,47-1,16 (66H, m), 0,849 (3H, t, J = 7,0 Hz), 0,847 (3H, t, J = 7,0 Hz) ppm.

HR-ESIMS: Calculado para [M+Nal" (CssH106N2011Na): 993,7694; encontrado: 993,7693.

Ejemplo 9 Sintesis y método de purificacion de RCAI-131 (compuesto I)

RCAI-131 se sintetizd y se purificd por un procedimiento similar al del Ejemplo 7.

Las propiedades fisicas de RCAI-131 se muestran a continuacion.

Punto de fusion 119-120° C.

[a]o?” = 41,1 (c = 0,32, piridina).

IR (KBr): vmax = 3340 (ancho, fuerte, OH, NH), 1685 (ancho, fuerte, C=0), 1645 (ancho, fuerte, C=0), 1540 (ancho,
medio), 1080 (ancho, fuerte, C-O), 1040 (ancho, fuerte, C-O), 720 (medio) cm™.

'H-RMN (500 MHz, piridina-ds): & = 8,50 (1H, d, J = 8,5 Hz), 5,52 (1H, d, J = 3,5 Hz), 5,28-5,23 (1H, m), 4,86 (1H, dd,
J=11,7,0Hz), 4,79 (1H, dd, J = 11, 4,5 Hz), 4,67 (1H, dd, J = 10, 5,0 Hz), 4,63-4,59 (1H, m), 4,51 (1H, ancho, t, J =
6,0 Hz), 4,39-4,27 (5H, m), 3,42-3,27 (4H, m), 2,58-2,38 (2H, m), 2,31-2,24 (1H, m), 1,96-1,86 (2H, m), 1,81 (2H, d,
quintuplete, J = 7,5, 3,5 Hz), 1,72-1,63 (1H, m), 1,63-1,30 (4H, m), 1,46-1,16 (66H, m), 0,85 (6H, t, J = 7,0 Hz) ppm.
HR-ESIMS: Calculado para [M+Nal" (CssH106N2019Na): 977,7745; encontrado: 977,7779.

Ejemplo 10: Sintesis y método de purificacion de RCAI-132 (compuesto J)

RCAI-132 se sintetizd y se purificd por un procedimiento similar al del Ejemplo 7.

Las propiedades fisicas de RCAI-132 se muestran a continuacion.

Punto de fusion 149-151° C.

[a]o® = 41,7 (c = 0,31, piridina).

IR (KBr): vmax = 3340 (ancho, fuerte, OH, NH), 1710 (ancho, fuerte, C=0), 1645 (ancho, fuerte, C=0), 1605 (débil),
1545 (ancho, fuerte), 1505 (débil), 1240 (ancho, medio), 1150 (ancho, medio, C-O), 1070 (ancho, fuerte, C-O), 720
(débil) cm™.

'H-RMN (500 MHz, piridina-ds): & = 10,56 (1H, s), 8,51 (1H, d, J = 8,5 Hz), 7,96 (2H, ancho d, J = 7,5 Hz), 7,36 (2H,
t,J=7,5Hz), 7,06 (1H, t, J = 7,5 Hz), 5,49 (1H, d, J = 3,5 Hz), 5,19-5,14 (1H, m), 5,00 (1H, dd, J = 11, 8,0 Hz), 4,78
(1H, dd, J = 11, 4,0 Hz), 4,62-4,56 (1H, m), 4,61 (1H, dd, J = 11, 5,5 Hz), 4,57 (1H, dd, J = 8,0, 4,0 Hz), 4,38-4,30
(4H, m), 4,30-4,24 (1H, m), 2,43 (2H, dt, J = 7,0 Hz), 2,27-2,20 (1H, m), 1,97-1,86 (2H, m), 1,84-1,74 (2H, m), 1,71-
1,62 (1H, m), 1,46-1,16 (66H, m), 0,853 (3H, t, J = 7,0 Hz), 0,849 (3H, t, J = 7,0 Hz) ppm.

HR-ESIMS: Calculado para [M+Nal" (Cs7H104N201gNa): 999,7589; encontrado: 999,7600.

Ejemplo 11: Sintesis y método de purificacion de RCAI-139 (compuesto K)

RCAI-139 se sintetiz6 y se purificd por un procedimiento similar al del Ejemplo 7.

Las propiedades fisicas de RCAI-139 se muestran a continuacion.

Punto de fusion 154-156° C.

[a]o® = 42,2 (c = 0,31, piridina).

IR (KBr): vmax = 3360 (ancho, fuerte, OH, NH), 1705 (ancho, fuerte, C=0), 1665 (ancho, fuerte, C=0), 1530 (ancho,
fuerte), 1250 (fuerte), 1150 (medio, C-O), 1070 (ancho, fuerte, C-O), 830 (medio), 760 (medio) cm™.
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'H-RMN (500 MHz, piridina-ds): & = 10,44 (1H, s), 8,55 (1H, d, J = 8,0 Hz), 7,88 (2H, ancho, d, J = 7,0 Hz), 7,00 (2H,
d, J =9,0 Hz), 5,50 (1H, d, J = 4,0 Hz), 5,21-5,15 (1H, m), 5,01 (1H, dd, J = 12, 8,0 Hz), 4,80 (1H, dd, J = 12, 4,0 Hz),
4,64-4,56 (3H, m), 4,38-4,31 (4H, m), 4,27 (1H, ancho, t, J = 7,0 Hz), 3,65 (3H, s), 2,44 (2H, dt, J = 7,0, 2,0 Hz), 2,28-
2,21 (1H, m), 1,96-1,85 (2H, m), 1,85-1,75 (2H, m), 1,71-1,62 (1H, m), 1,46-1,16 (66H, m), 0,849 (3H, t, J = 7,0 Hz),
0,846 (3H, t, J = 7,0 Hz) ppm.

HR-ESIMS: Calculado para [M+Nal" (CssH106N2011Na): 1029,7694; encontrado: 1029,7670.

Ejemplo 12: Sintesis y método de purificaciéon de RCAI-140 (compuesto L)

RCAI-140 se sintetizd y se purificd por un procedimiento similar al del Ejemplo 7.

Las propiedades fisicas de RCAI-140 se muestran a continuacion.

Punto de fusion 149-150° C.

[a]o?” = 39,4 (c = 0,31, piridina).

IR (KBr): vmax = 3320 (ancho, fuerte, OH, NH), 1710 (ancho, fuerte, C=0), 1645 (ancho, fuerte, C=0), 1545 (ancho,
fuerte), 1240 (ancho, medio), 1075 (ancho, fuerte, C-O), 1040 (medio, C-O), 820 (medio) cm™.

'H-RMN (500 MHz, piridina-ds): & = 10,49 (1H, s), 8,56 (1H, d, J = 8,0 Hz), 7,87 (2H, ancho, d, J = 7,0 Hz), 7,16 (2H,
d, J = 8,5 Hz), 5,49 (1H, d, J = 3,5 Hz), 5,20-5,14 (1H, m), 5,00 (1H, dd, J = 11, 7,5 Hz), 4,78 (1H, dd , J = 11, 4,0
Hz), 4,64-4,56 (3H, m), 4,39-4,31 (4H, m), 4,27 (1H, ancho, t, J = 6,5 Hz), 2,44 (2H, t, J = 7,0 Hz ), 2,27-2,17 (1H, m),
2,20 (3H, s), 1,96-1,85 (2H, m), 1,85-1,74 (2H, m), 1,71-1,62 (1H, m), 1,46-1,16 (66H, m), 0,849 (3H, t, J = 7,0 Hz),
0,846 (3H, t, J = 7,0 Hz) ppm.

HR-ESIMS: Calculado para [M+Nal" (CssH106N2010Na): 1013,7745; encontrado: 1013,7739.

Ejemplo 13: Sintesis y método de purificacién de RCAI-141 (compuesto M)

RCAI-141 se sintetizd y se purificd por un procedimiento similar al del Ejemplo 7.

Las propiedades fisicas de RCAI-141 se muestran a continuacion.

Punto de fusion 163-165° C.

[a]o® = 36,1 (c = 0,30, piridina).

IR (KBr): vmax = 3400 (ancho, fuerte, OH), 3300 (ancho, medio, NH), 1710 (ancho, fuerte, C=0), 1640 (ancho, fuerte,
C=0), 1620 (ancho, fuerte, C=0), 1545 (ancho, fuerte), 1330 (fuerte), 1245 (ancho, medio), 1165 (medio, C-O), 1130
(ancho, fuerte, C-O), 1070 (ancho, fuerte, C-O), 840 (medio) em™.

"H-RMN (500 MHz, piridina-ds): 6 = 10,97 (1H, s), 8,60 (1H, d, J = 8,5 Hz), 8,03 (2H, d, J = 8,5 Hz), 7,65 (2H, d, J =
8,5 Hz), 5,50 (1H, d, J = 4,0 Hz), 5,18-5,13 (1H, m), 5,03 (1H, dd, J = 11, 8,5 Hz), 4,78 (1H, dd, J = 11, 3,5 Hz), 4,61
(1H, dd, J = 9,5, 3,5 Hz), 4,61-4,58 (2H, m), 4,40-4,32 (4H, m), 4,26 (1H, dd, J = 8,5, 2,5 Hz), 2,44 (2H, t, J = 7,0 Hz),
2,26-2,19 (1H, m), 1,95-1,85 (2H, m), 1,83-1,73 (2H, m), 1,71-1,61 (1H, m), 1,46-1,16 (66H, m), 0,849 (3H,t,J=7,0
Hz), 0,845 (3H, t, J = 7,0 Hz) ppm.

HR-ESIMS: Calculado para [M+Nal" (CssH103N2010F3Na): 1067,7463; encontrado: 1067,7469.

Ejemplo 14: Sintesis y método de purificacion de RCAI-150 (abarcado en el compuesto N)
ez NMeo
O‘<\I . H O—Q

BnO - c
O=C=N—(CH2}isMe 00 similarmente OD
1 BnQ ©Bn - HO
11 bt H

.0 oH
. » _
CHCls B0 Y Y (e 0T Y teHaae

NH OBn NH CH
a Nr(CHQ}ﬁNIE OéL\Nz(cthsMe
H H
2" RCAI-150

Sintesis del compuesto 2"

Se afiadié a una solucion en cloroformo (5 ml) del compuesto 11 (119 mg, 0,119 mmoles) obtenido por el proceso
antes mencionado, hexadecilisocianato disponible comercialmente (compuesto 1", 111 pl, 0,357 mmoles) a 0° C. La
mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 14 horas, se afiadié agua, y la mezcla se extrajo con
acetato de etilo. La capa organica se lavd sucesivamente con agua, solucidon acuosa saturada de bicarbonato de
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sodio y salmuera saturada, y se secd sobre sulfato de magnesio anhidro. Después de la filtracion, el filtrado se
concentro a presion reducida, y se evaporo el disolvente. El residuo se purificd por cromatografia en columna de gel
de silice (30 g, hexano:acetato de etilo = 3:1) para dar el compuesto 2" (147 mg, 97%) como un solido incoloro.

Punto de fusién 79,5-81,0° C.
[a]o® = 21,3 (c = 1,02, CHCl5).

IR (KBr): Vmax = 3420 (m, NH), 3340 (m, NH), 1710 (fuerte, C=0), 1650 (fuerte, C=0), 1545 (fuerte), 1495 (medio),
1290 (medio), 1190 (ancho, fuerte, C-O), 1100 (ancho, fuerte, C-O), 1060 (ancho, fuerte, C-O), 740 (ancho, fuerte),
695 (fuerte) cm™.

"H-RMN (500 MHz, CDCl): & = 7,39-7,15 (25H, m), 5,13 (1H, ancho, s), 4,98 (1H, d, J = 12 Hz), 4,90 (1H, ancho, d,
J=9,0Hz), 4,84 (1H, d, J = 12 Hz), 4,81 (1H, d, J = 4,0 Hz), 4,78 (1H, d, J = 12 Hz), 4,74 (1H, d, J = 12 Hz), 4,73
(1H, d, J = 12 Hz), 4,68 (1H, d, J = 12 Hz), 4,62 (1H, d, J = 12 Hz), 4,58 (1H, d, J = 12 Hz ), 4,57 (1H, d, J = 12 Hz),
4,48 (1H, d, J = 12 Hz), 4,17 (1H, dd, J = 11, 5,0 Hz), 4,09-4,03 (3H, m), 3,99 (1H, ancho, t, J = 6,5 Hz), 3,96-3,88
(1H, m), 3,90 (1H, dd, J = 10, 3,0 Hz), 3,86 (1H, ancho, s), 3,74 (1H, dd, J = 8,0, 3,0 Hz), 3,68 (1H, dd, J = 11, 3,0
Hz), 3,59 (1H, dt, J = 8,0, 3,0 Hz), 3,07-3,01 (2H, m), 2,84 (3H, s), 2,73 (3H, s), 1,72-1,53 (3H, m), 1,50-1,40 (1H, m),
1,40-1,18 (52H, m), 0,88 (6H, t, J = 7,0 Hz) ppm.

HR-ESIMS: Calculado para [M+Nal" (Cr9H117N3010Na): 1290,8637; encontrado: 1290,8606.
Sintesis y método de purificacion de RCAI-150

RCAI-150 se sintetizd y se purificd a partir del compuesto 2" por un método similar al de la conversion del compuesto
13 a RCAI-123.

Las propiedades fisicas del compuesto RCAI-150 se muestran a continuacion.
Punto de fusion 140-142° C.
[a]o?” = 52,8 (c = 0,32, piridina).

IR (KBr): vmax = 3480 (ancho, fuerte), 3440 (ancho, medio), 3350 (ancho, fuerte), 1690 (fuerte, C=0), 1670 (fuerte,
C=0), 1620 (fuerte, C=0), 1590 (ancho, medio), 1215 (medio), 1080 (ancho, fuerte, C-O) cm.

"H-RMN (500 MHz, piridina-ds): 6 = 6,79 (1H, t, J = 5,5 Hz), 6,70 (1H, d, J = 9,0 Hz), 5,51 (1H, d, J =4,0 Hz ), 5,12-
5,08 (1H, m), 4,81 (1H, dd, J = 11, 7,5 Hz), 4,71 (1H, dd, J = 11, 5,0 Hz), 4,61 (1H, dd, J = 10, 5,0 Hz), 4,57 (1H, dd,
J =9,0, 3,5 Hz), 4,41 (1H, dd, J = 7,0, 5,0 Hz), 4,36 (1H, dd, J = 10, 3,5 Hz), 4,30-4,22 (4H, m), 3,52-3,39 (2H, m),
2,81 (6H, ancho, s), 2,30-2,22 (1H, m), 1,92-1,80 (2H, m), 1,68-1,60 (1H, m), 1,57 (2H, quintuplete, J = 7,0 Hz), 1,44-
1,16 (48H, m), 0,85 (6H, t, J = 7,0 Hz) ppm.

HR-ESIMS: Calculado para [M+Nal" (C4sHs7N3019Na): 840,6289; encontrado: 840,6276.
Ejemplo Experimental 1: Prueba de actividad biolégica del carbamato de glicolipido

Se prepararon soluciones de cada uno de a-GalCer (KRN7000), RCAI-123, RCAI-124, RCAI-137, RCAI-138, RCAI-
148, RCAI-149, RCAI-121, RCAI-122, RCAI-131, RCAI-132, RCAI-139, RCAI-140, RCAI-141 y RCAI-150 en
dimetilsulfoxido (DMSO) a una concentracion de 1 mg/ml. Las soluciones de DMSO antes mencionadas se diluyeron
5 veces con Tween 20 (Bio-Rad) al 0,5% que contenia tampon de fosfato (Invitrogen) y se diluyeron 20 veces mas
con tampodn de fosfato, de manera que la dosis se convirtio en 100 ug/kg de peso corporal cuando se administré 200
I por ratén en la vena de la cola.

A tres ratones C57BL/6 por grupo se les inyectd cada solucion preparada (200 pl) de RCAI-123, RCAI-124, RCAI-
137, RCAI-138, RCAI-148, RCAI-149, RCAI-121, RCAI-122, RCAI-131, RCAI-132, RCAI-139, RCAI-140, RCAI-141 0
RCAI-150 en la vena de la cola (administracion de aproximadamente 2 ug por ratén). Como sustancia de control, se
utilizé a-GalCer (KRN7000), y una solucion (200 pl) de a-GalCer (KRN7000) preparada de la misma manera tal que
la dosis que se inyecto fue de 100 pg/kg de peso corporal en la vena de la cola. Se recogié sangre del plexo venoso
orbital (80 pl) inmediatamente antes de la administracion, y después de un tiempo de 1, 3, 6, 12, 24, 32,48,60y 72
horas, y se preparé el plasma.

Se midié el contenido de cada citoquina en el plasma inmediatamente antes y después de la administracion de
RCAI-123 por el sistema de serie de cuentas de citometria (Cytometric Bead Array (CBA)) (BD Biosciences), que es
uno de los métodos de ELISA.

Los resultados de la medicion (promedio) y la desviacion estandar del mismo (STDEV) del contenido de IFN-y en el
plasma inmediatamente antes de la administracién, y después de un tiempo de 1, 3, 6, 12, 24, 32, 48, 60 y 72 horas
se muestran en la figura 1. Los resultados de la medicion (promedio) y la desviacion estandar del mismo (STDEV)
del contenido de IL-4 en plasma inmediatamente antes de la administracién, y después de un tiempo de 3, 6 y 12
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horas de la administracion se muestran en la figura 2. Los resultados de la mediciéon (promedio) y la desviacién
estandar de la misma (STDEV) del contenido de IL-12 en el plasma inmediatamente antes de la administracion, y
después de un lapso de 3, 6 y 12 horas de la administracion se muestran en la figura 3.

Los resultados anteriormente mencionados muestran que RCAI-123 indujo la produccion de IFN-y en el mismo
grado que a-GalCer (KRN7000), pero que indujo una cantidad pequefia de produccion de IL-4 en comparacion con
a-GalCer (KRN7000), lo que indica que RCAI-123 tiene una actividad de induccion de la produccion de citoquinas
con sesgo a IFN-y. Es decir, mediante la conversion del grupo hidroxi en posicion 6 del resto de azucar a un enlace
de carbamato, se ha desarrollado un nuevo compuesto capaz de inducir la produccién de citoquinas con sesgo al
tipo Th1.

Ejemplo Experimental 2: Prueba de actividad biolégica de las células dendriticas pulsadas con carbamato de
glicolipido

(preparacion de células dendriticas)

Se recogieron células de médula dsea del fémur de ratones C57BL/6J, hemolizadas con tampon de lisis de glébulos
rojos (SIGMA), y se prepararon células mononucleares. Ademas, se eliminaron las células positivas al receptor Fcy
segun un método de cribado utilizando y-globulina humana (SIGMA) para concentrar las células no diferenciadas.

Las células mononucleares no diferenciadas concentradas a una densidad de 2,7 x 10%cm? se cultivaron en medio
RPMI1640 (10% FBS) (Invitrogen) que contenia 5 ng/ml de GM-CSF (R&D) en condiciones de 37° C, 5% de CO;
durante 5 dias para inducir la diferenciacion en células que contenian células dendriticas CD11c positivas.

Para recuperar las células dendriticas CD11c-positivas diana de las células de diferenciacion inducida, las células se
suspendieron en 400 pl de RPMI1640 (10% FBS), se afiadieron 100 pl de cuentas CD11c (Milltenyi Biotech), y la
mezcla se incubd a 4° C durante 15 minutos. La mezcla se lavé con tampdn MACS vy las células dendriticas CD11c
positivas fueron recuperadas por seleccién positiva utilizando una columna LS.

Las células dendriticas recuperadas se pulsaron con el glicolipido por medio del cultivo a una densidad de 3,1 x
10°/cm® en medio RPMI1640 (10% FBS) que contenia glicolipido a una concentracion de 100 ng/ml en las
condiciones de 37° C, 5% de CO; durante 24 horas. Para la preparacion de la solucién de glicolipido, se prepard
primero una solucion de dimetilsulféxido (DMSO) a una concentracion de 1 mg/ml. La solucion se diluy6 5 veces con
tampon de fosfato (Invitrogen) que contenia 0,5% de Tween 20 (Bio-Rad), y se diluy6 adicionalmente 2 veces con
tampodn de fosfato.

Las células dendriticas pulsadas con glicolipido se lavaron con tampén de fosfato, se ajustaron a una concentracion
de 2,5x 10° células/ml con tampon de fosfato, y se inyect6 200 pl, es decir, 5 x 10° células, en la vena de la cola de
ratones C57BL/6 (tres ratones por grupo).

En cuanto al glicolipido, se usaron los carbamatos de glicolipido RCAI-121, RCAI-122, RCAI-123, RCAI-124, RCAI-
131, RCAI-132, RCAI-137, RCAI-138, RCAI-139, RCAI-140 y RCAI-141, y se utilizd a-GalCer (KRN7000) como la
sustancia de control.

Se recogi6 sangre (80 ul) del plexo orbital venoso inmediatamente antes de la administracion, y después de un
tiempo de 1, 3, 6, 12, 24, 32, 48, 60 y 72 horas de la administracion, y se preparo el plasma.

El contenido de IFN-y en el plasma inmediatamente antes de la administracion, y después de un lapso de 1, 3, 6, 12,
24, 32, 48, 60 y 72 horas de la administracion se midi6 por un método sandwich de ELISA (ENDOGEN). Los
resultados de la medicion (promedio) de la cantidad de produccion de IFN-y y la desviacion estandar de la misma
(STDEV) se muestran en las figuras 4-6.

El contenido de IL-4 en el plasma inmediatamente antes de la administracion, y después de un lapso de 1, 3, 6, 12,
24, 32, 48, 60 y 72 horas de la administracién se midio por el sistema de serie de cuentas de citometria (Cytometric
Bead Array (CBA)) (BD Biosciences), que es uno de los métodos de ELISA. Los resultados de la medicion
(promedio) de la cantidad de produccion de IL-4 y la desviacion estandar del mismo (STDEV) se muestran en las
figuras 7-9.

El contenido de IL-12 en el plasma inmediatamente antes de la administracion, y después de un lapso de 1, 3, 6, 12,
24,32, 48, 60 y 72 horas de la administracion se midié por el sistema de CBA (BD Biosciences). Los resultados de la
medicion (promedio) de la cantidad de produccion de IL-12 y la desviacion estandar del mismo (STDEV) se
muestran en las figuras 10-12.

Los resultados anteriormente mencionados muestran que puede inducirse selectivamente una produccién de IFN-y
mas fuerte por pulsacidon de las células dendriticas con el carbamato de glicolipido de la presente invencion y
administracion de las células dendriticas pulsadas al cuerpo vivo.
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Aplicabilidad Industrial

Puesto que los glicolipidos en donde el grupo hidroxilo en posiciéon 6 del resto de azucar se convierte en un enlace
carbamato, lo que se desarrolla en la presente invencion, se pueden sintetizar muy facilmente y son capaces de
inducir una mayor produccion de citoquinas polarizadas IFN-y que KRN7000, la presente invencion puede
proporcionar un medicamento eficaz para el tratamiento del cancer y la induccion de la accién adyuvante, un método
de produccion de los mismos y un uso de los mismos.

Ademas, la produccion de IFN-y se puede potenciar mas mediante la pulsacién de células dendriticas con el
glicolipido de la presente invencion y la administracion de las células dendriticas.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto representado por la formula (1)

HO OH

NH  OH
F x—
donde

X es un grupo alquileno o -NH-;

R1y Rz son iguales o diferentes y cada uno es un atomo de hidrégeno, un grupo alquilo, un grupo hidroxi, un grupo
alcoxi, o un grupo arilo que opcionalmente tiene sustituyente(s), R1 y Rz opcionalmente forman, junto con el atomo
de nitrégeno adyacente, un anillo de 5 o 6 miembros;

R3 es un grupo hidrocarburo que tiene de 1-20 atomos de carbono; y
R4 es un grupo hidrocarburo que tiene de 1-30 atomos de carbono, o una sal del mismo.
2. El compuesto segun la reivindicacion 1, en donde X es metileno o -NH-, o una sal del mismo.

3. El compuesto segun la reivindicacion 1, en donde R1 es un atomo de hidrégeno, un grupo alquilo C1-, un
grupo hidroxi, un grupo alcoxi Ci-s, 0 un grupo arilo Cg-12 que opcionalmente tiene sustituyente(s), o una sal del
mismo.

4. El compuesto segun la reivindicacion 1, en donde R, es un atomo de hidrogeno, un grupo alquilo C1., un
grupo hidroxi, un grupo alcoxi C16, 0 un grupo arilo Ce.12 que opcionalmente tiene sustituyente(s), o una sal del
mismo.

5. El compuesto segun la reivindicacion 1, en donde el anillo de 5 o 6 miembros opcionalmente formado por
R1y Rz junto con el atomo de nitrégeno adyacente es un anillo heterociclo saturado de 5 o 6 miembros que contiene
nitrégeno o una sal del mismo.

6. El compuesto segun la reivindicacion 1, en donde Rz es un grupo alquilo C1.29, un grupo alquenilo C;.20, 0
un grupo alquinilo Cz-20, 0 una sal del mismo.

7. El compuesto segun la reivindicacion 1, en donde R4 es un grupo alquilo C1.30, un grupo alquenilo C;.30, 0
un grupo alquinilo Cz-30, 0 una sal del mismo.

8. Un medicamento que comprende el compuesto segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, o una
sal del mismo.

9. El compuesto segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, o una sal del mismo, para usar en la
produccién de IFN-y inducida selectivamente.

10. El compuesto para uso segun la reivindicacion 9, en donde dicho compuesto se pulsa en células
dendriticas.
11. Una célula dendritica humana pulsada con el compuesto segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a

7, o una sal del mismo.

12. La célula dendritica humana descrita en la reivindicaciéon 11, para uso en la produccién de IFN-y
selectivamente inducida.

13. Un compuesto representado por la formula (I1)
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Ag&/
o
0, O

N, OAg (")
en donde
A1-As son iguales o diferentes y cada uno es un grupo protector de hidroxi;

R1y Rz son iguales o diferentes y cada uno es un atomo de hidrégeno, un grupo alquilo, un grupo hidroxi, un grupo
alcoxi, o un grupo arilo que opcionalmente tiene sustituyente(s), y Ry y Rz forman opcionalmente, junto con el atomo
de nitrégeno adyacente, un anillo de 5 o 6 miembros; y

R3 es un grupo hidrocarburo que tiene de 1-20 atomos de carbono, o una sal del mismo.

14. El compuesto segun la reivindicacion 13, en donde R1 y Rz son iguales o diferentes y cada uno es un atomo
de hidrégeno, un grupo alquilo Cis, un grupo hidroxi, un grupo alcoxi Cis, 0 un grupo arilo Ce.12 que tiene
opcionalmente sustituyente(s), y R1 y Rz forman opcionalmente, junto con el atomo de nitrégeno adyacente, un
heterociclo saturado de 5 o 6 miembros que contiene nitrégeno, o una de sus sales.

15. El compuesto segun la reivindicacion 13, en donde R3 es un grupo alquilo C1.20, un grupo alquenilo Cs.20 0
un grupo alquinilo Cz-20, 0 una sal del mismo.
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Figura 1
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Figura 3
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