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Inmundgenos para vacunas contra Meningitidis A
Descripcion

Campo técnico

La invencion se refiere a un compuesto Util para una vacuna contra la meningitis A. Mas particularmente, el
compuesto es un oligosacarido que comprende un enlace que contiene fosforo estabilizado, preferentemente un
enlace fosfonato. El compuesto contiene mas preferentemente unidades de manosa y también puede contener un
espaciador en la configuracion alfa en C-1 de la unidad de manosa. La invencién también incluye métodos de
preparacion del oligosacarido y métodos mejorados de preparacion de compuestos y productos intermedios que
contienen manosa.

Técnica anterior

La meningitis es una infeccion de las meninges, el fino revestimiento que rodea el cerebro y la médula espinal.
Varios tipos de bacterias pueden producir la meningitis, y N. meningitidis es una de las mas importantes. Otras son
Streptococcus pneumoniae y Haemophilus influenzae tipo b. Hay varios subgrupos de N. meningitidis, que se
diferencian por la estructura del polisacarido capsular que rodea la bacteria.

La meningitis se produce tanto por virus como por bacterias. Los dos tipos principales de bacterias que causan la
meningitis son Haemophilus influenzae y Neisseria meningitidis. En el caso de H. influenzae solo un serotipo, el tipo
b, es importante, mientras que con N. meningitidis se han identificado doce serogrupos, de los que los grupos A, B,
C y W135 son conocidos por producir epidemias. Los diversos serotipos tienen diferente prevalencia geografica, por
ejemplo, el tipo B y C son dominantes en Europa y América del Norte y el tipo A en Africa y América del Sur. El
serotipado se basa en la estructura y antigenicidad del polisacarido capsular (PSC) que rodea las bacterias, y el PSC
también puede usarse como vacuna contra las bacterias. Pueden prepararse vacunas especialmente eficaces
(vacunas de glucoconjugado) uniendo el sacarido a una proteina transportadora. Véase Plotkin, S. A. y Orenstein,
W. A., Vaccines, 42 ed., Saunders, paginas 959-987 (2004). Estos glucoconjugados inducen una respuesta
inmunitaria dependiente de linfocitos T con memoria y efecto también en nifios pequefios, mientras que el PSC no
conjugado generalmente deja de proporcionar tanto un efecto de memoria en adultos como cualquier efecto
inmunogénico sustancial en lactantes. El desarrollo de vacunas tipo A se ha considerado especialmente dificil,
debido a la inestabilidad inherente de los enlaces diéster de fosfato anoméricos que son parte del PSC. La unidad de
repeticion de tipo A es un monosacarido, 2-acetamido-2-desoxi-a-D-manopiranosa ligada 1—6 mediante un puente
fosfodiéster (Figura 1). En el polisacarido nativo, el 3-OH esta acetilado a un grado de aproximadamente el 80 %. La
importancia inmunoldgica de esta acetilacion no se ha investigado completamente, pero hay indicaciones de que no
es de mayor importancia.

El serogrupo A de Neisseria meningitidis produce brotes epidémicos de meningitis, principalmente en partes del
Africa subsahariana en el llamado cinturén de la meningitis. En el cinturén de la meningitis, la incidencia estimada
durante el periodo 1970-1992 fue aproximadamente 800.000 casos. Véase Plotkin, S. A. y Orenstein, W. A_,
Vaccines, 42 ed., Saunders, paginas 959-987 (2004). Los brotes epidémicos de meningitis son devastadores para la
region, por lo que se necesita urgentemente una vacuna eficaz. La esperanza es, por supuesto, que el desarrollo de
una buena vacuna, en combinacién con esfuerzos similares a aquellos contra la viruela realizados por la OMS en los
afios 60 y 70, pueda asimismo eliminar la meningitis causada por el serotipo A de N. meningitidis. Las vacunaciones
son una forma mucho mas rentable de controlar una enfermedad que el tratamiento con antibiéticos y otras terapias,
y el coste es especialmente importante en los paises en vias de desarrollo.

Las vacunas preparadas a partir del recubrimiento de polisacarido sobre la bacteria, su polisacarido capsular, son
eficaces en adultos. La exposicion a este polisacarido hace que los adultos desarrollen una respuesta inmunogénica
que protege contra la meningitis causada por N. meningitidis. Una gran limitacion con tales vacunas es, sin embargo,
que el sistema inmunitario de nifios menores de dos afios de edad no responde a la mayoria de los antigenos de
polisacarido. Desafortunadamente, éste es el grupo de edad en mayor riesgo de meningitis bacteriana. Asi, las
vacunas de polisacarido no son utiles en nifios jévenes. Ademas, incluso en nifios mayores y adultos estas vacunas
solo inducen inmunidad a corto plazo. La proteccion disminuye rapidamente y desaparece generalmente
aproximadamente dos anos después de la vacunacion.

Polisacaridos como los PSC de N. meningitidis son antigenos independientes de linfocitos T, que significa que
pueden dar una respuesta inmunitaria sin la participacion de linfocitos T (células derivadas del timo). Esta respuesta
carece de varias propiedades importantes que caracterizan la respuesta inmunitaria dependiente de linfocitos T, tal
como memoria inmunoldgica, cambio de clase de IgM a IgG y maduracion por afinidad. Si la parte del polisacarido
esta conectada a una proteina transportadora, sin embargo, desencadena una respuesta inmunitaria celular que
crea efecto de memoria, y también da proteccidn en nifios jovenes. Tales polisacaridos ligados a proteinas
transportadoras se denominan frecuentemente glucoconjugados, y son especialmente valiosos como vacunas.

Las vacunas de glucoconjugado se llaman asi debido a que su produccion implica la conjugacion de un antigeno de
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polisacarido u otro antigeno glucosidico con una proteina transportadora. El resto de sacarido en las vacunas
glucoconjugadas es normalmente un PSC bacteriano funcionalizado, pero también puede ser sintético. Las
estructuras de hidratos de carbono sintéticas tienen varias ventajas posibles con respecto a aquellas basadas en
hidratos de carbono de fuentes naturales. Los hidratos de carbono naturalimente derivados son mezclas
heterogéneas y pueden incluir pequefas cantidades de impurezas y contaminantes naturales. A diferencia, pueden
producirse hidratos de carbono sintéticos como compuestos individuales homogéneos de una manera controlada,
con poca o ninguna variabilidad de lote a lote. Otra ventaja de las estructuras sintéticas es que pueden prepararse
para incluir grupos funcionales para la derivatizacion o modificaciones del resto de hidrato de carbono que son
dificiles o imposibles de realizar sobre el material nativo. La proteina transportadora es un factor importante en la
modulacion de la inmunogenicidad. Se han usado diversos transportadores para la conjugacion, y los mejores
resultados se han conseguido usando versiones desintoxicadas de proteinas fuertemente inmunogénicas como
toxinas de la difteria y el tétanos, que se han autorizado para su uso en seres humanos. Véase la patente de EE.UU.
n° 4.354.170. También se ha mostrado que el sistema inmunitario reacciona mas eficazmente cuando los pacientes
ya se han inmunizado con la proteina transportadora particular.

Una vacuna de glucoconjugado se prepara normalmente conjugando la estructura del polisacarido capsular nativo
de la bacteria con una proteina transportadora adecuada. Sin embargo, ha habido problemas con ese enfoque
debido a las propiedades del polisacarido que encapsula N. meningitidis. Su enlace fosfodiéster puede degradarse
en las condiciones necesarias para la unién del polisacarido a proteinas, e incluso después de la preparacion, los
glucoconjugados de los PSC nativos tienden a degradarse durante el almacenamiento.

Los fosfodiésteres normalmente son bastantes estables, pero en el polisacarido capsular de N. meningitidis, €l
fosfodiéster esta ligado al centro anomérico de un residuo de hidrato de carbono. Asi, un oxigeno del fosfodiéster
también es parte de un enlace acetal, que lo hace susceptible a la escisidn hidrolitica catalizada por electrofilos tales
como iones acidos o metalicos. La escision de este enlace degrada el polisacarido en trozos mas pequefos.
Desafortunadamente, durante las manipulaciones requeridas para formar un glucoconjugado, o incluso en una
formulacién de vacuna, el PSC de N. meningitidis A esta sometido a tal degradacion, dificultando preparar y guardar
vacunas eficaces que comprenden este PSC particular.

Una forma de hacer el enlace fosfodiéster mas estable es eliminar el oxigeno entre el fésforoy el oxigeno
anomérico, de manera que la porcion del enlace ya no sea susceptible a la escision por hidrdlisis electrofila. El
oxigeno exociclico en el centro anomérico puede sustituirse con un atomo de carbono iséstero (CH>), que transforma
el fosfodiéster en su analogo de C-fosfonato. Esto debe producir una versién estabilizada del polisacarido antigénico.
Recientemente se ha publicado una investigacion dirigida hacia este enfoque. Torres-Sanchez, M. I. y col., Synlett
(2005) 7:1147-1151. Sin embargo, los autores no evaluaron la actividad de sus compuestos ni desvelaron un
oligébmero de mas de dos unidades de manosa. Ademas, su enfoque de sintesis proporcioné solo el anomérico beta
en la posicion en la que el oligosacarido pretende ligarse a una proteina, mientras que el PSC nativo de N.
meningitidis solo contiene enlaces alfa. Asi, sigue existiendo la necesidad de glucoconjugados ligados en alfa que
tengan enlaces estabilizados entre las unidades de manosa y de métodos para sintetizarlos.

Otro enfoque es estabilizar los enlaces fosfodiéster usando efectos inductores de sustituyentes proximos para
reducir la densidad electrénica en los anoméricos de oxigeno; esto, también, deberia ralentizar los mecanismos de
degradacion electréfilos previstos. La propiedad de atraccion de electrones de los sustituyentes puede mantenerse
mientras que se construye un oligosacarido, y quizas también mientras que esté conjugado con una proteina, a
continuacion se elimina una vez la molécula ya no necesita exponerse a condiciones destructoras.

La presente invencion incluye cada uno de estos enfoques, ademas de combinaciones de los mismos. Asi, un
aspecto de la invencion proporciona una sintesis eficaz de un analogo de C-fosfonato de una forma oligomérica de la
unidad de repeticion del polisacarido capsular de tipo A de N. meningitidis, necesario para el desarrollo de vacunas.
Véase Bundle, D. R. y col., J. Biol Chem. (1974) 249:2275-2281. La invencién proporciona particularmente métodos
para introducir un resto de espaciador mediante el cual los oligosacaridos de la invencion pueden conjugarse con
una proteina para preparar una vacuna de glucoconjugado, y orienta el resto de espaciador en la configuracion
anomérica alfa. La Figura 2 ilustra un compuesto que tiene la configuracién alfa deseada en este centro y uno que
tiene la configuracion beta. Como el PSC natural del organismo diana es un oligdmero completamente ligado en alfa
de unidades de manosa, es especialmente deseable proporcionar la misma configuracion ligada en alfa en un
inmunogén sintético. Aunque todos los enlaces entre unidades de manosa en una porcion sintética de oligémero de
un glucoconjugado estan en la configuracion alfa, la configuracion en el centro mediante la cual se enlazan los
oligosacaridos a la proteina puede ser particularmente influyente sobre los efectos inmunogénicos cuando la porcién
de oligosacarido del glucoconjugado contiene menos de aproximadamente 10 unidades de manosa.

Asi, la presente invencion proporciona tales compuestos y métodos para la preparacion de estos compuestos. La
etapa de acoplamiento crucial se realiza frecuentemente usando un monoéster de C-fosfonato y condiciones de
Mitsunobu. Aunque puede ser poco practico preparar polisacaridos que compitan con el PSC natural en tamafo,
esto no es necesario: incluso oligosacaridos de solo algunas unidades de manosa de longitud pueden provocar una
respuesta inmunitaria. Y los oligosacaridos sintéticos ofrecen las ventajas de mecanismos de enlace selectivos y
elevada estabilidad in vivo, cada uno de los cuales debe potenciar su eficacia inmunogénica in vivo.
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Otro aspecto de la invencion proporciona métodos para estabilizar las unidades de manosa de manera que pueda
usarse un enlace fosfodiéster, el enlace presente en el polisacarido capsular nativo. Incluye compuestos y métodos
que proporcionan estabilizacion para facilitar la preparacion de los conjugados de proteina de los oligosacaridos. La
estabilizacion se proporciona por un grupo atrayente de electrones, una azida, en C-2 de al menos dos de las
unidades de manosa en un polisacarido, que aumenta la estabilidad del polisacarido de manera que pueda
conjugarse con una proteina. Después de la conjugacion, la estabilizacién es menos importante, y en ese momento
la azida se reduce normalmente a una amina y se acila, proporcionando el grupo 2-acetilamino que es parte de la
unidad de manosa repetitiva en el polisacarido capsular de N. meningitidis A.

Cuando corresponda, también es posible mezclar los dos métodos de estabilizacion; asi, un oligosacarido de la
invencion puede incluir unidades de manosa que contienen azida que estan ligadas por un fosfodiéster en el centro
anomérico adyacente en combinacién con unidades de manosa ligadas por fosfonato. Esta combinacién puede
proporcionar estabilizacion adicional, dependiendo de la orientacion del fosfonato; o puede proporcionar ventajas
sintéticas tales como elevados rendimientos y puede evitar complicaciones que puede producir el sustituyente de
acetilamina.

En otros aspectos, la invencion proporciona métodos para sintetizar precursores clave para estos compuestos,
composiciones farmacéuticas que los contienen, y métodos para usarlos para fabricar un medicamento. Los
compuestos, composiciones y medicamentos pueden administrarse a un sujeto para inducir una respuesta
inmunogénica en el sujeto, que normalmente es un ser humano.

Divulgacién de la invencién

La invencién proporciona un oligosacarido que comprende una primera unidad de manosa y una segunda unidad de
manosa, en el que la primera unidad de manosa comprende un resto de espaciador en la configuracion alfa en C-1,
espaciador que puede conjugarse con una proteina, en el que la primera unidad de manosa esta conectada a la
segunda unidad de manosa mediante un enlace 1,6 que conecta C-6 de la primera unidad con C-1 de la segunda
unidad, y en el que el enlace 1,6 comprende un fosfonato. También se proporciona por la invenciéon un método para
preparar un oligosacarido, método que comprende: ligar un primer resto que comprende al menos una unidad de
manosa sustituida con aza mediante un enlace 1,6 que comprende un fosfonato con un segundo resto que
comprende al menos una unidad de manosa sustituida con aza, en el que el primer resto comprende un resto de
espaciador, resto de espaciador que esta ligado a C-1 de una unidad de manosa en la configuracion alfa.

En el presente documento se desvelan métodos de uso de un oligosacarido en vacunas para proporcionar
proteccion contra infeccion por la bacteria Neisseria meningitidis A.

En algunas realizaciones, el oligosacarido comprende al menos tres unidades de manosa ligadas en secuencia,
cada uno de las cuales normalmente esta sustituida en N. Aunque los compuestos pueden contener cualquier
numero de unidades de manosa, en realizaciones preferidas la porcién de oligosacarido de la molécula tiene un
peso molecular inferior a 2000. Asi, preferentemente, los compuestos de la invencion incluyen aproximadamente dos
a diez unidades de manosa ligadas en serie, preferentemente aproximadamente tres a siete.

Los compuestos de la invencion estan adaptados para conjugarse con una proteina, ya que las formas de
glucoconjugado son inmunégenos mucho mas eficaces para fines de vacunacidn: provocan respuestas
inmunogénicas en lactantes, y provocan respuestas celulares que proporcionan un efecto de memoria para
prolongar la eficacia de la vacunacion. Asi, los compuestos comprenden un resto de espaciador que esta unido a la
primera unidad de manosa en una cadena de unidades de manosa. La unidad de espaciador esta especificamente
disefiada para proporcionar un medio para la conjugacion del oligosacarido con una proteina, o para proporcionar un
medio para encapuchar la unidad de sacarido terminal, de forma que no sea reactivo, por ejemplo, para las
posteriores reacciones de alargamiento/modificacion de la cadena. Normalmente, este resto de espaciador posee un
grupo amina, carboxilato o hidroxilo para acoplarse con un grupo complementario sobre un transportador de
proteina, pero también estan incluidos otros grupos conocidos en la técnica para proporcionar una forma de conjugar
un oligosacarido con una proteina. Alternativamente, el resto de espaciador posee un grupo protector o de
encapuchado, tal como un grupo alquilo, arilo o acilo, ademas de otros bien conocidos en la materia y/o desvelados
en el presente documento. En compuestos de la invencion, este resto de espaciador esta en la configuracion alfa de
manera que se parezca mucho a los enlaces en el PSC natural de N. meningitidis y no interfiera con el efecto
inmunogénico deseado, incluso en oligosacaridos cortos de la invencion.

Los compuestos de la invencion frecuentemente comprenden la estructura mostrada en la formula (1):
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en la que cada Az representa un sustituyente aza;

cada R® y R* representa independientemente H o un grupo protector;

R® representa H, un grupo protector, o un conector unido a otra unidad de sacarido;

unode Wy XesO,yelotrode Wy X es CHy;

nes2;

Yes=OyelotroY es OR,

en el que R es H, alquilo C1-C6, o arilo C6-C12, o aril C6-C12-alquilo, o R es M, en la que M es un catién; y

Z es OR', SR', NR',, 0 halégeno, en las que cada R' es independientemente H o un grupo alquilo, acilo, arilo,
arilalquilo, heteroalquilo, heteroacilo, heteroarilo o heteroarilalquilo opcionalmente sustituido;

o Z representa un conector unido a otra unidad de sacarido o un resto de espaciador conjugado con una
proteina.

Frecuentemente en estos compuestos, X es O y W es CH,, y Az es frecuentemente N3, NH> o NHAc; y
frecuentemente n es 2.

Los compuestos de la invencion se sintetizan en parte por métodos conocidos en la técnica, pero varios métodos
novedosos para formar estas moléculas también son parte de la invencion. Por ejemplo, el enlace 1,6-alfa en un
compuesto de férmula (1) puede construirse con una reaccién de Mitsunobu como se describe en el presente
documento. Por tanto, los sustituyentes en N tales como Az pueden insertarse como una azida por métodos
proporcionados en el presente documento, y pueden entonces reducirse para proporcionar una amina o amina
sustituida, que esta frecuentemente en la posicion 2 de una unidad de manosa, como se muestra en la férmula (1).
Métodos tipicos para la reducciéon de la azida incluyen hidrogenacion catalitica y reduccién con borohidruro,
normalmente usando cantidades cataliticas de una sal de niquel.

Un método para preparar unidades de manosa sustituidas con fosfonato para ensamblar los oligosacaridos también
se desvela en el presente documento. Por ejemplo, un compuesto de formula (2), que esta disponible de glucosa,
puede convertirse en un precursor para un éster de fosfonato Util para formar el enlace 1,6-alfa que comprende el
fosfonato mostrado en la formula (1) en la que W es CH» y X es O. El método incluye ciclar un compuesto de formula
(2) con un electrofilo

QR®

R0 OH (2)

RO

OR,

para formar un compuesto de formula (3)

R'0

en la que cada uno de R% R R* y R® es independientemente H o un grupo protector;
y El representa el residuo de electrdfilo.

El residuo de un electrofilo, El, es la porcion del reactivo electréfilo usado para iniciar el ciclado que sigue unida al
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carbono. El pueden entonces sustituirse, tanto directamente como indirectamente, con un grupo que contiene fésforo
tal como un grupo fosfonato por los métodos descritos en el presente documento. Esto proporciona un derivado de
glucosa en vez de una unidad de manosa sustituida en N, es decir, tiene la estereoquimica errénea en C-2; asi, la
invencion proporciona ademas métodos para convertir OR? en la formula (2) o férmula (3) en un grupo Az que tiene
la estereoquimica apropiada desplazando una forma activada del oxigeno de OR? con una azida. El método
comprende una reaccion de Mitsunobu, que normalmente usa una fosforilazida como fuente de azida.

En el presente documento se desvela un método para preparar una 2-azido-2-desoxi-D-manopiranosa, método que
comprende formar un triflato en la posicion 2 de un derivado de glucopiranosa protegido en 1,3,4,6-tetra; y desplazar
el triflato con un nucledfilo de azida. En algunos métodos, el derivado de glucopiranosa protegido en 1,3,4,6-tetra es
una 1,3,4,6-tetra-O-acilglucopiranosa, que esta facilmente disponible. VVéanse, por ejemplo, Helferich, B. y col., Ber.
Dtsch Chem. Ges. (1962) 95:2604-2611. Alguna veces se prefiere la 1,3,4,6-tetra-O-acetilglucopiranosa.

La actividad inmunogénica de compuestos y composiciones que comprenden los oligosacaridos descritos en el
presente documento se potencia frecuentemente por conjugacion del oligosacarido con una proteina. Asi, en
muchas realizaciones, la invencion incluye conjugar el oligosacarido con una proteina mediante un resto de
espaciador unido al carbono C-1 de la primera unidad de manosa en la cadena. En algunas realizaciones, la
proteina es una elegida por su capacidad para potenciar la respuesta inmunogénica en un ser humano, y los
toxoides desintoxicados de difteria y tétanos se usan frecuentemente. Asi, los compuestos de la invencion incluyen
frecuentemente un resto de espaciador, que puede ser Z en la formula (1) o puede unirse a cualquiera de los grupos
hidroxilo disponibles o sustituyentes de N sobre las unidades de manosa, y que facilita la unién a una proteina.
Normalmente, la conexioén con la proteina es mediante Z, asi Z es frecuentemente un resto de espaciador que puede
conjugarse con una proteina. En muchos de los compuestos de la invencion, Z esta en una forma protegida. Grupos
protectores adecuados dependen de la naturaleza exacta de Z, y la seleccion y uso de tales grupos protectores esta
dentro de la experiencia habitual en la materia. Ejemplos de tales grupos protectores y detalles de su uso estan
disponibles en, por ejemplo, Greene, T. W., y Wuts, P. G. M., Protective Groups in Organic Synthesis, 22 ed. (1991).
Similarmente, la invencion proporciona métodos para usar Z para conectar el oligosacarido con una proteina para
producir una composicidon inmunogénica.

La invencién también proporciona composiciones de vacuna que comprenden un oligosacarido de la invencion, que
son Utiles para provocar una respuesta inmunogénica en un mamifero. Normalmente, el mamifero es un sujeto
humano ya que se cree que N. meningitidis es patdgeno solo en seres humanos, pero el provocar una respuesta
inmunitaria en otros mamiferos es de valor, también, y puede usarse para proporcionar componentes inmunitarios
tales como anticuerpos. Asi, la invencion proporciona composiciones inmunogénicas; también se desvelan métodos
para usar éstas para provocar una respuesta inmunogénica en un mamifero.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra la estructura del polisacarido capsular de N. meningitidis A.

La Figura 2 es una ilustracion de los anémeros alfa y beta en el centro mediante los cuales el oligosacarido esta
conjugado con una proteina para potenciar su inmunogenicidad.

La Figura 3 muestra la estrategia de ensamblaje modular para los oligosacaridos sintéticos.

La Figura 4 muestra la relacion entre las respuestas del anticuerpo especifico inducidas por glucoconjugado sintético
y el conjugado de oligosacarido de control a diferentes dosis de vacuna.

Modos de llevar a cabo la invencién

En un aspecto, la invencién proporciona un oligosacarido que comprende una primera unidad de manosa y una
segunda unidad de manosa, en el que la primera unidad de manosa comprende un espaciador en la configuracion
alfa en C-1. Este espaciador puede conjugarse con una proteina, y la primera unidad de manosa esta conectada a la
segunda unidad de manosa mediante un enlace 1,6 que conecta C-6 de la primera unidad con C-1 de la segunda
unidad de manosa. El enlace 1,6 comprende un fosfonato. En algunas realizaciones, el enlace 1,6 esta en la
configuracion alfa. En algunas de estas realizaciones, la primera unidad de manosa es un derivado de manosa
sustituido con 2-desoxi-2-aza, y en algunas de las realizaciones la segunda unidad de manosa es un derivado de
manosa sustituido con 2-desoxi-2-aza. Ciertas realizaciones tienen dos o tres, o mas de tres de estas unidades de
manosa sustituidas con 2-aza.

En algunas de las realizaciones de la invencion, el enlace 1,6 es de la forma [C-1 de la segunda unidad de manosal-
CH2-P-O-[C-6 de la primera unidad de manosa], es decir, el carbono del fosfonato esta conectado a C-1 de la
segunda unidad de manosa y un oxigeno del éster de fosfonato esta unido a C-6 de la primera unidad de manosa.
Estas unidades de manosa estan opcionalmente protegidas, y en muchas realizaciones una o ambas de estas dos
unidades de manosa comprenden un sustituyente 2-aza que esta seleccionado de NHz, NHAc y Ns. Si estas
realizaciones incluyen una tercera unidad de manosa, algunas veces esta conectada con la segunda unidad de
manosa por un enlace que comprende fosforo, y en el que el enlace conecta C-6 de la segunda unidad de manosa
con C-1 de la tercera unidad de manosa. Este enlace comprende frecuentemente un fosfonato, que esta
frecuentemente ligado con la segunda unidad de manosa mediante un enlace de éster de fosfonato, y con la tercera
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unidad de manosa mediante un enlace P-C del fosfonato.
En otros aspectos, la invencion proporciona un oligosacarido de férmula (1):

OR®

enla que cada Az representa un sustituyente aza;

cada R® y R* representa independientemente H o un grupo protector;

R® representa H, un grupo protector, o un conector unido a otra unidad de sacarido;

unode Wy XesO,yelotrode Wy X es CHy;

nes2;

Yes=OyelotroY esOR,

en el que R es H, alquilo C1-C6, o arilo C6-C12, o aril C6-C12-alquilo, o R es M, en la que M es un catién; y

Z es OR', SR' 0 NR'2, en las que cada R' es independientemente H o un grupo alquilo, acilo, arilo, arilalquilo,
heteroalquilo, heteroacilo, heteroarilo o heteroarilalquilo opcionalmente sustituido;

o Z representa un conector unido a otra unidad de sacarido o un resto de espaciador conjugado con una
proteina.

En algunas realizaciones, los compuestos que comprenden la férmula (1) estan conjugados con una proteina
mediante un enlace amida o éster. Frecuentemente, en los compuestos de férmula (1), W es CH, y X es O, y en
muchas de tales realizaciones, Az es NHAc. Por tanto, en muchas realizaciones de este aspecto, Res My Z
comprende -O-(CH2)n-NH- en la que n es 2-6. En reahzamones de estos compuestos basados en la formula (1), cada
R® y R* es independientemente H o Ac. Frecuentemente, R® es Ac, y opcionalmente tanto R® como R* son tanto H
como Ac.

En otros aspectos, la invencion proporciona métodos para preparar un oligosacarido, métodos que comprenden ligar
un primer resto que comprende al menos una unidad de manosa sustituida con aza mediante un enlace 1,6 que
comprende un fosfonato con un segundo resto que comprende al menos una unidad de manosa sustituida con aza.
El primer resto en estas realizaciones frecuentemente comprende un resto de espaciador, resto de espaciador que
esta ligado a C-1 de una unidad de manosa en la configuracion alfa. En algunas realizaciones de estos métodos se
usa una reaccion de Mitsunobu para ligar C-6 de una unidad de manosa del primer resto con C-1 de una unidad de
manosa del segundo resto. En muchas de las realizaciones de estos métodos, el enlace 1,6 es un enlace 1,6-alfa.

En algunos de estos aspectos, las unidades de manosa sustituidas con aza ligadas comprenden la formula (1)

M

enla que cada Az representa un sustituyente aza;

cada R® y R* representa independientemente H o un grupo protector;

R® representa H, un grupo protector, o un conector unido a otra unidad de sacarido;

unode Wy XesO,yelotrode Wy X es CHy;

nes2;

Yes=OyelotroY es OR,

en el que R es H, alquilo C1-C6, o arilo C6-C12, o aril C6-C12-alquilo, o R es M, en la que M es un cation
monovalente; y



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 533248 T3

Z representa un resto que puede conjugarse con una proteina, que puede estar en forma protegida.

En algunas realizaciones del método, en los compuestos que comprenden la férmula (1), X es CH, y W es O. En
estas realizaciones, frecuentemente al menos un sustituyente aza sobre una unidad de manosa es una amina o
amina sustituida que se obtiene mediante reduccion de un sustituyente azida (Ns). En realizaciones preferidas, la
amina o amina sustituida esta en la posicién 2 sobre una unidad de manosa. En algunas realizaciones de estos
métodos, el oligosacarido comprende un resto de espaciador que puede ser Z en un compuesto de formula (1), que
esta en el centro anomérico de una unidad de manosa. Esta unidad de espaciador puede comprender un grupo
alcoxi sustituido con amina, que esta opcionalmente en forma protegida. Por ejemplo, puede ser de formula -O-
(CH2):-NH-PG en la que PG representa H o un grupo protector; el grupo protector es frecuentemente un
alcoxicarbonilo tal como metoxicarbonilo; t-butiloxicarbonilo; o benciloxicarbonilo. Asi, NH-PG es frecuentemente un
grupo carbamato.

En algunas realizaciones de estos métodos, el método comprende ademas ligar la segunda unidad de manosa a un
sacarido adicional formando un enlace entre el oxigeno de OR® en la formula (1) y el sacarido adicional. Este
sacarido puede ser una unidad de manosa o comprender una unidad de manosa, y en muchas realizaciones el
sacarido adicional esta ligado a la segunda unidad de manosa mediante un enlace 1,6-alfa. En estas realizaciones,
frecuentemente R® es H o Ac y €l centro anomérico de cada unidad de manosa presente esta en la configuracion
alfa para parecerse mas al PSC natural de N. meningitidis.

En otros aspectos, la invencion proporciona un oligosacarido de formula (1'):

R0 Az g
\\ _OR;
x—T g
R07 23 AP o (1
\\ _ORy
R0, "0
O

R0

en la que cada Az esta seleccionado independientemente de NH;, NHAc y Ng;

Z representa un resto de espaciador que puede conjugarse con una proteina, y que puede estar en forma
proteglda o forma no protegida y que puede conjugarse con una proteina;

cada R' es independientemente H, alquilo C1-C6 opcionalmente sustituido, o M, en la que M representa un
cation;

X es O o CHy;

cada R® y R* esta seleccionado independientemente del grupo que consiste en H, Ac, Bn, y otros grupos
protectores

y R®es H, oun grupo protector, o un fosfato, o un enlace con una unidad de sacarido adicional.

En este aspecto de la invencidn, algunas realizaciones comprenden una proteina que esta conjugada con el
oligosacarido mediante un resto de espaciador que esta en la configuracion alfa en C-1 de la primera unidad de
manosa. La proteina es algunas veces una toxina bacteriana inactivada seleccionada de toxoide diftérico, toxoide de
pertussis, LT de E. coli, ST de E. coli, exotoxina de Pseudomonas aeruginosa (rEPA), o toxoide tetanico, o la
proteina puede ser CRM197. La proteina en estas realizaciones puede ligarse al oligosacarido de férmula (1)
mediante un resto de espaciador, que comprende un hidroxilo o una amina, cualquiera de los cuales esta
opcionalmente protegido o esta opmonalmente conjugado con una proteina. En algunas realizaciones de este
aspecto, R®es un grupo acilo y R* es H. Las realizaciones alternativas o preferidas de férmula (1) también se aplican
ala férmula (1.

En ciertos aspectos, la invencion proporciona un método para sintetizar un oligosacarido de unidades de manosa
ligadas en alfa, que comprende combinar una unidad de manosa que comprende la férmula (2), en la que R® es acilo
C1-C6 0 H, yR', R®, R*, Az y Z son como se definen en la reivindicacion 15;

RO
Az
4 @

4
RO 20 7

con un monémero de alargamiento de formula (3), en la que R* representa un grupo acilo C1-C6 y M representa H o
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un cation;

OR*

R4O ( 3)

bajo condiciones de reaccion de Mitsunobu, para producir un oligosacarido que comprende al menos dos unidades
de manosa sustituidas con 2-aza conectadas por un enlace 1,6-alfa. En algunas realizaciones de este método, las
condiciones de Mitsunobu incluyen el uso de tanto azodicarboxilato de diisopropilo (DIAD) como azodicarboxilato de
dietilo (DEAD) y tanto trifenilfosfina como una trifenilfosfina sustituida tal como tris(p-clorofenil)fosfina. En algunas
realizaciones, se usan DIAD vy tris(p-clorofenil)fosfina, y se usa trietlamina en exceso. En ciertas realizaciones, las
condiciones de reaccion de Mitsunobu se mantienen durante un periodo prolongado de tiempo, y el producto es un
oligosacarido de férmula (4)

R°0 — -
Az p (i\
OR,
/
—F~0 )
A
B0 pig AP
A\ _ORy
. | -PL__
R0
R0 Az 0
L —p
R0
RO z

en la que p es un numero entero de 1 a 20.

En muchas de estas realizaciones, cada Az representa tanto NHAc como Ns. En algunas de estas realizaciones, p
es 1-10, y en otras, p es aproximadamente 1-5 o p es 2-4. En ciertas de estas realizaciones, los métodos de la
invencion incluyen adicionalmente un método para conjugar el oligosacarido de formula (4) con una proteina.
Opcionalmente esto se hace mediante Z, que es frecuentemente un resto de espaciador seleccionado para poder
conjugarse con tales proteinas. En algunas de estas realizaciones, la proteina es una toxina bacteriana inactivada
seleccionada de toxoide diftérico, toxoide de pertussis, LT de E. coli, ST de E. coli, exotoxina de Pseudomonas
aeruginosa (rEPA) o toxoide tetanico. En otras realizaciones, la proteina es CRM197.

En otros aspectos, la invencidon proporciona un oligosacarido que se prepara por los métodos anteriores. Los
compuestos de oligosacarido preparados por estos métodos son compuestos inmunogénicos, y normalmente
provocan una respuesta inmunogénica en un mamifero tratado que proporciona al menos inmunidad parcial a
infecciones producidas por N. meningitidis.

En todavia otros aspectos, la invencién proporciona un método para usar cualquier compuesto de oligosacarido de la
invencion para provocar una respuesta inmunogénica, normalmente por administracion a un mamifero. En muchas
realizaciones, estos compuestos se usan como componente de vacuna contra Meningitidis A; asi, los métodos
comprenden frecuentemente administrar una cantidad eficaz del componente de vacuna a un sujeto, proporcionando
asi una respuesta inmunogénica. La respuesta inmunogénica proporciona al menos resistencia o inmunidad parcial
en el sujeto a meningitis producida por N. meningitidis A.

La invencion también proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden al menos un oligosacarido de la
invencion mezclado con al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable para proporcionar una composicion
farmacéutica que es inmunogénica. En algunas realizaciones, estas composiciones son asi vacunas que incluyen
una vacuna contra la meningitis A que comprende cualquier compuesto de la invencion. En muchas realizaciones, la
vacuna comprende al menos un oligosacarido conjugado con una proteina.

En todavia otros aspectos, la invencién proporciona métodos para preparar un derivado de manosa util para la
preparacion de un oligosacarido inmunogénico, que incluye aquellos de la invencién. En el presente documento
también se desvelan métodos que comprenden ciclar un compuesto de férmula (2) con un electréfilo
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para formar un compuesto de férmula (3)

en la que cada de R% R R* y R® es independientemente H o un grupo protector;
y El representa un residuo derivado de un electrdfilo.

Los métodos pueden incluir una etapa adicional que comprende la etapa de sustituir El con un grupo fésforo. El
grupo fésforo normalmente es un fosfonato. En algunas divulgaciones se proporcionan métodos para OR? en un
compuesto de férmula (2) o férmula (3) con una azida. En realizaciones preferidas, la sustitucion de OR? comprende
una reaccion de Mitsunobu. En algunas de tales realizaciones, una fosforilazida proporciona la azida para la reaccion
de Mitsunobu.

Se desvela un método mejorado para preparar una 2-azido-2-desoxi-D-manopiranosa en el presente documento,
método que comprende:

formar un triflato en la posicién 2 de un derivado de 1,3,4,6-tetra-O-acil glucopiranosa; y
desplazar el triflato con un nucledfilo de azida.

Pueden usarse otros métodos para preparar tales compuestos, y el presente método mejorado proporciona
precauciones para minimizar la exposicion a la humedad durante el procesamiento y aislamiento del producto. Esto
produjo rendimientos enormemente mejorados con respecto a métodos conocidos, por ejemplo, Popelova y col.,
Carbohydrate Res. (2005) 340:161-166. En un método preferido, el derivado de 1,3,4,6-tetra-O-acil glucopiranosa es
1,3,4,6-tetra-O-acetilglucopiranosa, y el producto es 2-azido-1,3,4,6-tetra-O-acilmanopiranosa.

En otros aspectos, la invencion proporciona una composicién inmunogénica que puede provocar anticuerpos
protectores contra Meningitidis A, que comprende un oligosacarido que tiene al menos dos unidades de sacarido,
que normalmente son unidades de manosa, covalentemente unidas entre si mediante un enlace que contiene
fosfonato estabilizado que conecta C-6 de la primera unidad con C-1 de la segunda unidad en el que la primera
manosa comprende un resto de espaciador en la configuracion alfa en C-1 que puede conjugarse con una proteina.
En muchas de tales realizaciones, al menos una unidad de sacarido, que puede ser una unidad de manosa,
comprende un resto de espaciador ligado en alfa en su centro anomérico. En muchas de las realizaciones, el
oligosacarido esta conjugado con una proteina. Pueden usarse muchas proteinas tales como aquellas descritas
anteriormente como proteinas transportadoras adecuadas, pero en realizaciones preferidas la proteina no es
albumina. En algunas realizaciones, las composiciones inmunogénicas de la invencion comprenden al menos 2
restos de oligosacarido diferentes. En muchas realizaciones, el enlace fosfonato se forma por una reaccion de
Mitsunobu, y en ciertas realizaciones, el oligosacarido de cualquiera de las anteriores composiciones comprende al
menos una unidad de manosa que comprende un resto de espaciador ligado en alfa en su centro anomérico.

En algunas de las composiciones inmunogénicas de la invencién, la composicién comprende al menos dos
oligosacaridos diferentes que son especificos para al menos dos inmunotipos meningocécicos. Las composiciones
también pueden incluir otros compuestos antigénicos, y en algunas realizaciones, las composiciones comprenden
ademas un antigeno de Streptococcus pneumoniae. Este antigeno es un polisacarido en algunas realizaciones, y en
muchas de estas realizaciones el polisacarido esta conjugado con una proteina.

En algunas realizaciones, las composiciones de la invenciéon también comprenden al menos un antigeno derivado de
Meningitidis de serotipos A, B, C, W135 o Y. En algunas realizaciones preferidas, este antigeno se deriva del
serotipo C, W135 o Y de Meningitidis. Las composiciones de la invencién comprenden frecuentemente ademas un
adyuvante, y en algunas de las realizaciones el adyuvante es alumbre.

En muchas composiciones de la invencién, el componente de oligosacarido esta conjugado con una proteina
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mediante un reactivo bifuncional que comprende un acido dicarboxilico o un derivado del mismo. En muchas
realizaciones, este acido dicarboxilico comprende acido adipico o acido subérico o un derivado de los mismos. En
otras realizaciones, el reactivo bifuncional comprende un escuarato.

La preparacion de compuestos ligados con fosfonato dentro del alcance de la invencién puede llevarse a cabo
preparando un monémero aceptor y un monémero de alargamiento, cada uno de los cuales es un anillo de
manopiranosa apropiadamente modificado, denominado una unidad de manosa.

El mondmero de alargamiento esta unido al aceptor mediante un enlace fosfonato para hacer un disacarido. El
monomero de alargamiento puede adaptarse para permitir que su hidroxilo C6 se desproteja selectivamente; asi, si
se desea un oligosacarido mas largo, el monémero de alargamiento en el sacarido dimérico puede convertirse en un
aceptor. Puede desprotegerse sin desproteger los hidroxilos C3 y C4, de manera que el hidroxilo C6 puede ligarse al
fosfonato de otro mondémero de alargamiento. Este proceso pueden repetirse tantas veces como sea necesario para
proporcionar un oligosacarido de la longitud deseada.

La Figura 3 representa como un monoémero aceptor y un monémero de alargamiento se ligan para formar un
oligosacarido que tiene dos unidades de manosa (es decir, un disacarido), y como este disacarido puede alargarse
adicionalmente por desproteccion del hidroxilo C6 seguido de union de otro mondmero de alargamiento.
Opcionalmente, el monémero aceptor puede unirse a un soporte sélido por un conector escindible para facilitar la
manipulacion y aislamiento. En ese caso, el oligosacarido puede seguir unido al soporte sélido mediante multiples
iteraciones del proceso de alargamiento, y puede con el tiempo escindirse para liberar un producto de oligosacarido
relativamente puro de la longitud deseada. El resto de espaciador Z se usa algunas veces para ligar el oligosacarido
al soporte solido durante la sintesis, y entonces se usa, opcionalmente con modificacion, para conjugar el
oligosacarido con una proteina.

La invencion proporciona métodos para preparar oligosacaridos inmunogénicos que contienen dos o mas unidades
de manosa sustituidas con aza, conectadas mediante un enlace 1,6, que comprenden un fosfonato, en el que el
primer resto comprende un resto de espaciador, resto de espaciador que esta ligado a C-1 de una unidad de
manosa en la configuracion alfa, ademas de moléculas de oligosacarido o polisacarido mas largas, y métodos para
preparar los oligo- y/o polisacaridos en materiales mas inmunogénicos conjugandolos con una proteina. Las
unidades de manosa son anillos de piranosa que tienen la estructura basica de un anillo de manosa, pero que tienen
al menos algunas modificaciones estructurales. En muchas realizaciones, la invencién incluye al menos un
sustituyente en el que un atomo de nitrogeno u otro heteroatomo esta unido a un carbono del anillo en lugar de uno
de los grupos hidroxilo de manosa; como se usa en el presente documento, tales anillos sustituidos se consideran
unidades de manosa en tanto que la matriz de sustituyentes sobre el anillo de piranosa tenga la misma
estereoquimica relativa que la matriz de estereocentros sobre la manosa. Obsérvese que la configuracion de
manosa no define la estereoquimica en C-1; C-1, que es el centro anomérico en una unidad de manosa, puede estar
en tanto la configuracion alfa como beta. Asi, una unidad de manosa puede tener un atomo de C, N o S unido en
lugar de uno de los hidroxilos de manosa, o puede tener dos o mas de tales modificaciones. La estructura y
numeracién de atomos de carbono para D-manosa se proporciona aqui para referencia.

D-manosa

Los métodos de la invencién pueden usarse con unidades de manosa que tienen la estereoquimica absoluta de
tanto D-manosa como L-manosa; en muchas realizaciones, la estereoquimica absoluta es la de D-manosa. Sin
embargo, un oligosacarido de la invencién puede incluir una o mas unidades de manosa que tienen la configuracion
de L-manosa. Puede, por tanto, por supuesto, ligarse un sacarido adicional o restos de péptido, por ejemplo, en
tanto que incluya al menos dos unidades de manosa ligadas como se describe en el presente documento.

Los oligosacaridos de la invencion incluyen al menos dos anillos de piranosa ligados juntos; si solo dos anillos estan
incluidos, la molécula puede describirse como un dimero; con tres ligados en secuencia puede describirse como un
trimero; etc. Sin embargo, el término genérico oligosacarido como se usa en el presente documento incluye estas
realizaciones mas pequefias, ademas de versiones de polimero mas largas que tienen tres o mas, cinco o mas, siete
0 mas, diez o mas, quince o mas, veinte o mas, y mas de 25 mondmeros en la secuencia. Versiones que tienen mas
de aproximadamente cinco anillos de sacarido se denominan algunas veces en el presente documento
polisacaridos. En muchas realizaciones, el oligosacarido comprende al menos tres unidades de manosa.

Independientemente del nimero de unidades de manosa incluidas, algunas veces es deseable ligar el oligosacarido

a oftras caracteristicas moleculares, de manera que las unidades de manosa puedan sustituirse con diversos grupos,
y el oligosacarido pueda ligarse mediante una o mas unidades de manosa, normalmente mediante una de las

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 533248 T3

unidades de manosa terminales, a otro resto. En algunas realizaciones, es beneficioso ligar el oligosacarido a una
proteina, y estas formas de glucoconjugado estan especificamente incluidas dentro la invencion. Normalmente, el
glucoconjugado se forma por conjugacion de la proteina de interés con un grupo funcional sobre el resto de
espaciador unido en C-1 de la primera manosa en el oligosacarido, y el resto de espaciador esta en la configuracion
alfa. En muchas realizaciones, se desea unir un grupo protector u otra funcionalidad a uno o mas de los
sustituyentes de heteroatomo sobre la unidad de manosa. En algunas realizaciones preferidas, los sustituyentes de
heteroatomo estan seleccionados de OH, OAc, NH2, N3, NHAc, y un O, N, o S que esta conectado a un grupo
protector o a una proteina.

Las unidades de manosa normalmente estan conectadas por un enlace 1,6. El enlace 1,6 significa que el carbono C-
1, el centro anomérico, de la segunda unidad de manosa esta conectado, tanto directa como indirectamente, con el
carbono C-6 de la primera unidad de manosa por un enlace que incluye anillos de sacarido no intermedios.
Normalmente, el enlace entre dos unidades de manosa incluira al menos dos atomos, generalmente dos o mas
atomos de no carbono, entre los atomos de carbono de la unidad de manosa. En muchas realizaciones, el enlace es
de la forma general:

O

en la que cada uno de D, E y F representa un heteroatomo seleccionado de O, N, S, Siy P, y cada uno de los anillos
de tetrahidropirano representa el anillo de una unidad de manosa. En algunas realizaciones, E representa un atomo
de fosforo, que esta frecuentemente en el estado de oxidacion de un fosfato o un fosfonato. Normalmente, al menos
uno de D y F en esta féormula es oxigeno (O), y en algunas realizaciones tanto D como F son oxigeno. Realizaciones
particulares incluyen aquellas en las que D-E-F representa O-P(O)-O o C-P(0)-O o O-P(O)-C. Algunas veces, D-E-F
es preferentemente un enlace que comprende -CH,-P(O)-O-.

En algunas realizaciones, €l enlace entre unidades de manosa adyacentes es un enlace 1,6-alfa (1,6-a). Para
unidades de manosa, el enlace 1,6-alfa significa que el sustituyente de no H en C-1, que se corresponde con el
carbono del centro anomérico de manosa, esta en una relacion estereoquimica relativa 'anti' con el sustituyente no
de H en C-2. Alternativamente, una o mas unidades de manosa en un oligosacarido pueden estar ligadas mediante
un enlace beta (la configuracion que tiene el enlace en el centro anomérico 'sin' con respecto al sustituyente de C-2
en una manosa se denomina un enlace beta). Sin embargo, normalmente los compuestos estan ligados juntos en
una relacion alfa, independientemente de la naturaleza del propio enlace.

Las siguientes estructuras ilustran la diferencia entre las orientaciones de enlace alfa y beta.

HO HO

OH oH

HO HO

HO HO beta

alfa

Muchas realizaciones de la invencion incluyen una unidad de manosa sustituida con aza, que significa que al menos
uno de los hidroxilos de la manosa se ha sustituido con un sustituyente denominado en el presente documento el
sustituyente “aza”. Este es un sustituyente en el que al menos el 4tomo ligado directamente a la unidad de manosa
es nitrogeno. Sustituyentes aza incluyen NH, y diversas aminas sustituidas, que incluyen aminas alquiladas y
dialquiladas, y aminas aciladas y diaciladas, en las que los grupos acilo incluyen heteroacilos tales como
benciloxicarbonilo y metoxicarbonilo, ademas de grupos acilo tales como acetilo, formilo y benzoilo. Otras
realizaciones del sustituyente aza incluyen NO; y Ns. Algunas realizaciones de las unidades de manosa sustituidas
con aza de la invencion tienen el sustituyente aza en C-2 del anillo de manosa, y realizaciones preferidas incluyen
compuestos y métodos en los que el sustituyente aza sobre una unidad de manosa es NH», N3 o NHAc.

Asi, en algunas realizaciones, los compuestos y métodos de la invencion comprenden un resto de formula (1):
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RO

en la que cada Az representa un sustituyente aza;

cada R® y R* representa independientemente H o un grupo protector;

R® representa H, un grupo protector, o un conector unido a otra unidad de sacarido;

unode Wy XesO,yelotrode Wy X es CHy;

nes2;

Yes=OyelotroY es OR,

en el que R es H, alquilo C1-C6, o arilo C6-C12, o aril C6-C12-alquilo, o R es M, en la que M es un catién; y

Z es OR', SR', NR',, 0 halégeno, en las que cada R' es independientemente H o un grupo alquilo, acilo, arilo,
arilalquilo, heteroalquilo, heteroacilo, heteroarilo o heteroarilalquilo opcionalmente sustituido;

o Z representa un conector unido a otra unidad de sacarido o un resto de espaciador conjugado con una
proteina.

Sustituyentes aza preferidos son aquellos en los que un atomo de nitrégeno esta directamente unido a la unidad de
manosa. Ejemplos de tales sustituyentes incluyen N3, NH», NH-alquilo, NH-acilo, NH-arilo y similares. Cada N en
estos sustituyentes puede incluir opcionalmente uno o dos grupos seleccionados de alquilo, arilo y acilo, en los que
cada alquilo, acilo y arilo esta opcionalmente sustituido.

El término “protegido” o un “grupo protector” con respecto a grupos hidroxilo, grupos amina y grupos sulfhidrilo se
refiere a formas de estas funcionalidades que se protegen de la reaccion no deseable con un grupo protector
conocido para aquellos expertos en la materia tal como aquellos expuestos en Protective Groups in_Organic
Synthesis, que puede afiadirse o eliminarse usando los procedimientos expuestos en el presente documento.
Ejemplos de grupos hidroxilo protegidos incluyen, pero no se limitan a, éteres de sililo, tales como TBDMS o TBS,
tales como aquellos obtenidos haciendo reaccionar un grupo hidroxilo con un reactivo tal como, pero no se limita a, t-
butildimetil-clorosilano, trimetilclorosilano, triisopropilclorosilano vy trietilclorosilano; éteres metilicos y etilicos
sustituidos tales como, pero no se limitan a, éter metoximetilico, éter metiltiometilico, éter benciloximetilico, éter t-
butoximetilico, éter 2-metoxietoximetilico, éteres tetrahidropiranilicos, éter 1-etoxietilico, éter alilico y éter bencilico;
ésteres tales como, pero no se limitan a, benzoilo, benzoilformiato, formiato, acetato, tricloroacetato y trifluoracetato.
Ejemplos de grupos amina protegidos incluyen, pero no se limitan a, bencilo o dibencilo, amidas tales como
formamida, acetamida, trifluoroacetamida y benzamida; imidas, tales como ftalimida, y ditiosuccinimida; y otros. En
algunas realizaciones, un grupo protector para alcoholes es un grupo bencilo o un grupo acetilo, y un grupo protector
tipico para una amina en el presente documento es carbamato de acetilo o de bencilo o de t-butilo.

“Grupo protector’, como se usa en el presente documento, incluye aquellos restos reconocidos en la materia como
grupos protectores para los heteroatomos N, O y S, y se describen, por ejemplo, en el libro de referencia por
Greene, T. W., y Wuts, P. G. M., Protective Groups in Organic Synthesis, 22 ed., Wiley and Sons (1991). Acetilo (Ac)
es un grupo protector tal, y debido a que el PSC natural de N. meningitidis esta frecuentemente acetilado,
particularmente en C-3, en algunas realizaciones de la invencion, uno o mas de los grupos protectores es Ac; y en
algunas realizaciones preferidas, R® sobre al menos una de las unidades de manosa representa Ac.

En algunos de estos compuestos, uno de X y W es CH,, mientras que el otro es O; por ejemplo, en algunas
realizaciones X'y W son ambos O, y en otras, W es CH; y X es O. Dentro de un compuesto dado de la invencion que
es oligomérico y contiene tres o mas unidades de manosa, pueden estar presentes diferentes realizaciones del
enlace; asi, dos unidades de manosa ligadas juntas por un enlace que comprende un fosfonato pueden ligarse a una
tercera unidad de manosa mediante un enlace diéster de fosfato sin apartarse de la invencion.

Es frecuentemente deseable conjugar los oligosacaridos de la invencidén con otra molécula, normalmente una
proteina. Los conjugados preparados por tales métodos estan dentro del alcance de la invencion. Asi, la conjugacion
de un sacarido con una proteina se realiza frecuentemente afiadiendo una molécula bifuncional reactiva a la
proteina, luego exponiendo la proteina derivatizada al sacarido, de manera que el sacarido se ligue covalentemente
mediante el conector proporcionado por el reactivo bifuncional, que frecuentemente esta unido a uno de los grupos
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hidroxilo del sacarido. Sin embargo, en la sintesis controlada de compuestos de la invencion, es especialmente
conveniente incluir un resto de espaciador especificamente disefiado para conjugar el oligosacarido con una
proteina. Un resto de espaciador tal puede unirse a una cualquiera de las unidades de manosa en un oligosacarido;
sin embargo, normalmente esta sobre una unidad de manosa terminal, tanto el primer monémero 'aceptor', como el
ultimo mondmero de 'alargamiento’. Frecuentemente, esta en C-1 del aceptor o C-6 del monémero de alargamiento,
y en compuestos de férmula (1) puede ser el grupo representado por Z o el representado por R®.

El resto de espaciador para conjugar el oligosacarido con una proteina puede comprender un resto de espaciador de
multiples atomos para hacer el epitope inmunogénico del oligosacarido mas disponible y asi mas eficaz.
Alternativamente, por ejemplo, Z en un compuesto tal como aquellos representados por la formula (1) puede ser un
Unico atomo tal como O o N 0 S, y puede proporcionarse un espacio entre el oligosacarido y la proteina por un
reactivo bifuncional usado para ligar el oligosacarido y una proteina transportadora juntos. Reactivos bifuncionales
adecuados para su uso en los glucoconjugados de la invencion incluyen aquellos conocidos en la técnica. Ejemplos
de tales incluyen acidos dicarboxilicos tales como acidos maldnico, succinico, adipico y subérico, o versiones
activadas de los mismos, y derivados de acido escuarico. Estos tipos de reactivos son particularmente convenientes
para ligar un compuesto en el que el resto de espaciador comprende una amina a una proteina.

En algunas realizaciones, el resto de espaciador tiene al menos dos o tres atomos de longitud, aunque
opcionalmente puede ser un Unico atomo o puede ser mucho mas largo; un ejemplo es un compuesto de férmula (1),
en la que Z representa un grupo 2-aminoetoxi. El grupo 2-aminoetoxi o un homologo del mismo puede introducirse
en el monémero aceptor antes de que se unan los monémeros de alargamiento, y se introduce opcionalmente en
forma protegida de manera que no participe en las reacciones posteriores. El resto de espaciador debe incluir al
menos un grupo funcional que pueda usarse para ligar el oligosacarido a una proteina, y normalmente incluye un
heteroatomo, N, O o S, para este fin, aunque también se contemplan otros grupos tales como un dieno o un diendfilo
para el enlace mediante una reaccion de Diels-Alder, o un grupo carboxilato para conjugar la proteina con el
oligosacarido mediante un éster o amida. En muchas realizaciones tales como el grupo 2-aminoetoxi tratado
anteriormente, el resto de espaciador incluye un nitrégeno para este fin; el nitrdgeno puede protegerse cuando se
introduce y durante la construccion del oligosacarido, pero puede desprotegerse selectivamente después de que el
oligosacarido se haya construido en condiciones que no destruyan el oligosacarido. La amina del resto de
espaciador se acila o alquila entonces facilmente, por ejemplo, con un reactivo bifuncional, cuyo otro extremo se une
similarmente a una proteina. El orden de tal union, es decir, qué trozo del glucoconjugado se une al reactivo
bifuncional primero, no es importante y se determina por el criterio del profesional. Algunos ejemplos tipicos, pero no
limitantes, de grupos espaciadores incluyen -Het-(CHy),-A, -Het-Ph-A, -Het-(CH2),-Ph-(CH2).-A y formas sustituidas
de los mismos, en las que cada Het representa un heteroatomo, normalmente O, S o N; cada Ph representa un
grupo fenilo, opcionalmente sustituido; y cada n representa un niumero entero de 1-10; A representa un grupo
funcional o un residuo del mismo que puede o liga el espaciador a la proteina, tal como un N, O, 0 S, o éster, una
amida, u otro grupo que contiene carboxilo, un dieno o un diendfilo. Preferentemente, el espaciador comprende OR',
SR' 0 NR',, en las que cada R' es independientemente H o un grupo alquilo, acilo, arilo, arilalquilo, heteroalquilo,
heteroacilo, heteroarilo o heteroarilalquilo opcionalmente sustituido y puede comprender ademas A.

M en la formula (1) puede representar un cation de metal alcalino, seleccionado de Li, Na, Ky Cs, o una sal de
amonio NR,", en la que cada R es independientemente H o alquilo C1-C6 o heteroalquilo C1-C6. Alternativamente,
puede representar cualquier otra especie catidnica farmacéuticamente aceptable tal como MgX o CaX, en las que X
representa haldégeno, hidroxilo, acetoxi, trifluoroacetoxi, bisulfato, bicarbonato, o cualquier otra especie adecuada. En
algunas realizaciones, M es un cation divalente, y es compartido por dos moléculas de férmula (1).

Los métodos de la invencién proporcionan formas para sintetizar los compuestos de oligosacarido dentro de la
invencion. Los métodos incluyen, por ejemplo, formas para ligar dos unidades de manosa juntas de un modo
deseado, tal como formando un enlace 1,6-alfa entre dos unidades de manosa. Si el enlace 1,6-alfa es un fosfato o
fosfonato tal como los compuestos de férmula (1) en la que X es O, el enlace puede crearse por una reaccion de
Mitsunobu. La reaccion de Mitsunobu se describe, por ejemplo, en Campbell, D. A., J. Org. Chem. (1992) 57:6331-
6335, e implica una activacion de un alcohol con un reactivo tal como un azodicarboxilato, por ejemplo, DEAD o
DIAD, y una fosfina (por ejemplo, trifenilfosfina o tris(p-clorofenil)fosfina), seguido de desplazamiento del O activado
por una especie nucledfila. En el caso de compuestos de férmula (1) en la que X es O, el nucledfilo es normalmente
una especie P-O", normalmente un anién fosfonato o fosfato. En otros aspectos de la presente invencion, se emplea
una reaccion de Mitsunobu para introducir un sustituyente aza en un grupo sacarido, en cuyo caso las condiciones
son similares, excepto que el nucledfilo es una azida, que puede suministrarse como un anién azida o como una
trialquilsililazida o una fosforilazida.

Los métodos desvelados en el presente documento también proporcionan formas para instalar y modificar
sustituyentes de N (sustituyente aza) sobre las unidades de manosa de compuestos tales como aquellos de férmula
(1). Asi, en algunos métodos, los métodos proporcionan formas para insertar un sustituyente aza en una unidad de
manosa con la estereoquimica apropiada. Un método tal comprende desplazar un hidroxilo C-2 sobre un anillo de
piranosa con un sustituyente de N, normalmente Ni3. Puede insertarse con una reaccion de desplazamiento
nucledfilo, pero en algunas realizaciones se inserta mediante una reaccion tipo Mitsunobu con la ayuda de un grupo
de activacion tal como un azodicarboxilato, por ejemplo, DEAD o DIAD. El nucledfilo para esta reaccién de
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Mitsunobu puede proporcionarse por una fosforilazida tal como difenilfosforilazida. La mejora particular
proporcionada por la presente invencion en esta reacciéon comprende el uso de una fosforilazida como fuente de
sustituyente aza, y la incorporacion de condiciones de procesamiento sustancialmente libres de agua para evitar la
descomposicién del producto. En las condiciones descritas en el presente documento, el rendimiento del derivado de
2-azido de una unidad de manosa mejora sustancialmente con respecto a los métodos del estado de la técnica.

En algunas realizaciones preferidas, al menos una de las unidades de manosa de un oligosacarido de la invencion
es una azamanosa sustituida con aza que tiene una amina o amina acilada, que esta frecuentemente en C-2 de la
unidad de manosa. En algunas realizaciones de los métodos de la invencion, el sustituyente aza se inserta como Ns,
que puede reducirse para proporcionar una amina, y la amina puede acilarse en condiciones tales como aquellas
descritas en el libro de Greene y Wuts sobre grupos protectores citado anteriormente. La reduccion de la azida (Ns)
a NH; se realiza facilmente por métodos tipicos tales como usando borohidruro de niquel, que puede generarse in
situ a partir de cloruro de niquel hexahidratado y borohidruro de sodio como se describe en el presente documento.

En algunas realizaciones, la invencién proporciona oligosacaridos y métodos para preparar oligosacaridos, en los
que el oligosacarido comprende una serie de repeticion de unidades de manosa sustituidas con aza; en muchas
realizaciones, cada una de las unidades de manosa tiene un sustituyente aza, normalmente N3, NH; o NHAc, en C-2
de cada unidad de manosa, por ejemplo, en los compuestos de formula (1), Az seria N3, NH> o NHAc.
Opcionalmente, el enlace entre al menos dos de las unidades de manosa es un enlace fosfonato que puede ser un
enlace 1,6-alfa tal como aquel en los compuestos en la formula (1), en la que W es CH, y X es O. Tales enlaces 1,6-
alfa que comprenden un fosfato o un fosfonato, tales como los compuestos en la férmula (1) en la que W es tanto
CHz; como O y X es O, pueden formarse por la reaccion de Mitsunobu descrita anteriormente. Preferentemente,
Mitsunobu se hace bajo condiciones modificadas que se describen por Campbell, como se ha citado anteriormente.

Un método mejorado para preparar ciertas moléculas de sacarido que son Utiles para la sintesis de los
oligosacaridos descritos anteriormente se desvela en el presente documento. Asi, se desvelan métodos para
sintetizar ciertos monosacaridos sustituidos con fosfonato. Por ejemplo, un compuesto de féormula (2), que esta
disponible de glucosa, puede convertirse en un precursor para un éster de fosfonato util para formar el enlace 1,6-
alfa que comprende el fosfonato mostrado en la formula (1) en la que W es CH, y X es O. El método incluye ciclar un
compuesto de férmula (2) con un electréfilo

OR

R0
R0

para formar un compuesto de férmula (3)

3

El

en la que cada de R% R% R* y R® es independientemente H o un grupo protector;
y El representa el residuo de un electrofilo.

El electréfilo usado para efectuar el ciclado puede ser una sal de mercurio, en cuyo caso después del ciclado con el
compuesto de férmula (3), el residuo del electréfilo normalmente es -HgX, en la que X es halégeno, acetoxi o
similares. El mercurio puede sustituirse mediante tratamiento con yodo, dando un compuesto de férmula (3) en el
que El es |. El yoduro puede entonces desplazarse con un nucledfilo de fésforo; por ejemplo, el tratamiento con
fosfito de trialquilo directamente desplaza el yoduro y produce un fosfonato de dialquilo. También pueden usarse
otros electréfilos para efectuar el ciclado; por ejemplo, se conocen halociclados, y proporcionarian directamente un
haluro como El, que podria desplazarse. Similarmente, pueden usarse métodos por lo que la olefina puede
epoxidarse con la estereoquimica correcta de manera que la apertura del epéxido pueda producir el anillo de
piranosa, y un compuesto de férmula (3), en la que El es OH. El OH puede entonces convertirse en un haluro o un
sulfonato desplazable tal como un triflato, tosilato o mesilato, y el fésforo puede introducirse como se ha descrito
anteriormente con fosfito de trietilo, o puede introducirse por sustitucién nucledfila directa usando una especie de P
anionica tal como el anién sodio del fosfito de dietilo.

Esto proporciona un derivado de glucosa de férmula (3) en vez de una unidad de manosa sustituida con N; asi, la
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invencion proporciona ademas métodos para convertir OR? en la formula (2) o formula (3) en un sustituyente aza
que tiene la orientacion 'axial' deseada. Esta introduccion de un sustituyente de nitrégeno se realiza frecuentemente
haciendo reaccionar un compuesto de férmula (3) con un agente de activacion para formar un compuesto en el que
R? es un grupo desplazable, tal como un triflato, tosilato o mesilato. Como tales desplazamientos en (2) producirian
transposicion alilica, esta conversion se hace frecuentemente sobre un compuesto de férmula (3). Aunque es posible
hacer esta reaccion por desplazamientos nucledfilos habituales, en una realizacion de la invencion, esta sustitucion
de OR? con un sustituyente aza se hace usando una reaccion de Mitsunobu. En una realizacion preferida, la
reaccion de Mitsunobu emplea una fosforilazida como fuente del sustituyente aza. Asi, la reaccidn proporciona una
forma muy eficaz para convertir un compuesto derivado de glucosa facilmente disponible tal como (2) en un derivado
de manosa sustituido con 2-desoxi-2-aza, en el que el sustituyente 2-aza es una azida. La azida puede entonces
reducirse a una amina tal como tratamiento con borohidruro de niquel; y la amina puede funcionalizarse o protegerse
segun se desee. En muchas realizaciones de la invencion, la amina se acila inmediatamente con un grupo protector,
frecuentemente con acetilo (Ac), ya que el grupo acetilo puede servir de grupo protector y también aparece en la
unidad de manosa del PSC de N. meningitidis.

En el presente documento se desvela un método enormemente mejorado para preparar un derivado de manosa
sustituido con 2-aza en forma protegida. El método comprende desplazar el grupo 2-hidroxilo de un anillo de
glucopiranosa de otro modo protegido por conversion del 2-hidroxilo en un triflato seguido de desplazamiento del
triflato con azida. El desplazamiento nucleofilo invierte el centro, convirtiendo asi la glucopiranosa en una
manopiranosa. Aunque se ha informado del propio desplazamiento, avanza con rendimiento aislado muy malo
usando condiciones estandar. En la presente invencién, se ha encontrado que puede obtenerse un alto rendimiento
del producto deseado usando la 1,3,4,6-tetra-O-acilglucopiranosa facilmente disponible, en tanto que el
procesamiento de la reaccidon se haga sustancialmente sin agua. Asi, el triflato se desplaza por anién azida en un
disolvente aprético polar tal como DMF o NMP; entonces, en vez de usar un procesamiento extractivo acuoso /
organico habitual para eliminar la mayoria del disolvente y sales, la mezcla de reaccién puede concentrarse
parcialmente antes de aplicarse directamente a una columna de cromatografia. Usando un procesamiento no acuoso
tal, el producto puede eluirse de la columna con alto rendimiento.

La siguiente descripcién proporciona mas detalle sobre los métodos para preparar ciertos compuestos de la
invencion.

Una realizacion de un aceptor de mondmero de partida, el compuesto XIV mostrado a continuacién, se describe en
Berkin, A.. y col., Chem. Eur. J. (2002) 8:4424-4433. Como alternativa, puede usarse la siguiente secuencia:

N3

AcO N?,O iy i TBSO N3 . TBSO N
AC O 4 — Bno -O ____11_1_> BnO ‘O __lv___).
AcO BnO BnO
OAc SEt

TBDMSO NHAc HO NIgAC
BnO O ¥y L Bwo -
BnO BnO
85% O 99% O
? \/\NHZ \/\NHZ

(i) TBDMSCI, pyr (ii) BnBr, NaH (iii) NIS, AgOTE, HO(CH,),NHZ
(iv) 1. NaBH,, NiCly,(H,0)4 2. Ac,O (v) TBAF

H
RNHZ= R~ N\[(O
0

Cuando se us6 el compuesto protegido con di-bencilo para introducir el espaciador en el centro anomérico, se
obtuvo aproximadamente una mezcla 1:1 de andmeros. Si en su lugar los éteres bencilicos se sustituyen con
ésteres de acetato, solo se obtienen trazas del andmero beta, y resulta el 86 % de rendimiento aislado del
monomero alfa deseado. Asi, el método proporciona una forma eficaz para producir la configuracion alfa deseada en

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 533248 T3

este centro, que es frecuentemente el centro al que se une un espaciador que conecta el oligosacarido con una
proteina transportadora. Se desea la configuracion alfa debido a que hace coincidir mejor el esqueleto de all-alfa del
PSC natural del organismo diana. También se encontré6 que el andmero beta era menos reactivo en la etapa de
sustitucion de etiltio-glucosido. Sin embargo, los acetatos producen algunas veces dificultades después en la
secuencia, de manera que en algunas realizaciones, los éteres bencilicos se utilizaron para esta etapa. El grupo
azido del producto intermedio de 2-azamanosa completamente protegido se redujo de nuevo a una amina usando
NaBH./ NiCl-6H,0 cat., y la amina se acetil6 con anhidrido acético con un rendimiento del 85 % durante ambas
etapas. Finalmente, se eliminé el éter sililico con TBAF para obtener el aceptor de elemento estructural de partida
con un rendimiento del 99 %.

Una sintesis conveniente de los mondmeros de alargamiento deseados se muestra en el Esquemas 1-3 a
continuacion, que permite preparar monomeros de alargamiento que tienen, por ejemplo, diferentes grupos
protectores.

Esquema 1
BnO BnO
BnO R i BnO OH
BnO OH™>  Bno &
HO 91 % HO
! I
) BnO 0
v BnO
—> 55 11
0 HO
80% HgCl
(1) MeOH/ collidina (ii) BnBr/KOH, HOAc (70%), NaOME/MeOH (i)

BuLi/ metilbromotrifenilfosfina (iv) Hg(OAc),, KCI

El Compuesto | se obtuvo y se us6 como una mezcla de andmeros, y se obtuvo en siete etapas a partir de glucosa.
Se alargé mediante una reacciéon de Wittig con metilbromotrifenilfosfina, por ejemplo, para proporcionar el alqueno
con un rendimiento del 91 %. Otra preparacion de este alqueno a partir de D-arabinosa usé un alargamiento de dos
carbonos que implica la adicién de divinilcinc. La ciclacién con mercurio del compuesto Il dio exclusivamente el alfa-
C-glucésido, aunque el alqueno protegido con tetra-O-bencilo correspondiente da una mezcla de anémeros. Pueden
usarse métodos alternativos para ciclar tales especies, tales como haloeterificacion y epoxidacion / apertura de anillo
electrofila. EI compuesto de acetato de mercurio se convirtié en el derivado de mercurio correspondiente, que se
aislo. El cloruro de mercurio se sustituyd posteriormente con yodo con rendimiento excelente mediante tratamiento
con la.
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Esquema 2
BnO BnO
BnO O i BnO 0 ii
—_— —_—
BnO BnO
HO 99 9% HO
HegCl ° 1
11 v
BnO BnO
BnO Q i BnO 0
BnO —_— BnO
TBDMSO . 7% (2 pasos) TBDMSO

O-"IU=O
C}

v %1 AN

(), (i) TBDMSCl/pyr/imidazol (iii) P(OEt);

Para evitar la formacion de un fosfato ciclico en la siguiente etapa, el grupo hidroxilo C2 se protegidé primero como un
éter sililico. EI C-fosfonato VII se obtuvo por tratamiento del yoduro primario V con fosfito de trietilo dando VI con un
rendimiento del 77 %. El éter sililico se escindié posteriormente del hidroxilo C2 usando fluoruro de tetrabutilamonio
(TBAF) con un rendimiento del 99 %.

El grupo acetamido axial se introdujo por una reaccion de desplazamiento con azida, seguido de reduccion y
acetilacion como se muestra en el Esquema 3. El desplazamiento invierte el centro C-2, proporcionando la
orientacion axial del sustituyente de acetamida C-2 que se encuentra en el polisacarido capsular natural. Esta azida
se introdujo con bajo rendimiento preparando un triflato del hidroxilo C-2 y desplazandolo con anion azida. Sin
embargo, usando condiciones de Mitsunobu y difenilfosforilazida (DPPA) como fuente de azida, se obtuvo un alto
rendimiento (86 %) del derivado de azido IX. Para introducir un grupo protector selectivamente eliminable en O-6, el
éter bencilico primario de VIII se sustituyé con un éster de acetato con un rendimiento del 84 % usando condiciones
de acetdlisis estandar; esa etapa podria omitirse, en cuyo caso todos los ésteres bencilicos podrian escindirse a la
vez. El omitir la acetdlisis acorta la sintesis, pero hace mas dificil el uso del hidroxilo C-6 para el alargamiento
adicional u otra funcionalizacién, aunque el intercambio del bencilo con un acetilo también puede hacerse después
de una etapa de alargamiento. La reaccion de acetdlisis funciond mejor cuando se usé una mezcla de anhidrido
acético y acido acético (1/1) junto con acido sulfurico. La azida se redujo con borohidruro de sodio en presencia de
cloruro de niquel hexahidratado, y la amina resultante se acetilé con anhidrido acético dando el compuesto X con un
rendimiento del 69 %.

El Esquema 3 ilustra la completitud de un mondémero de alargamiento dentro de la invencién que es una unidad de
2-azamanosa. Para la construccion del mondémero de C-fosfonato de alargamiento se usé una version modificada de
un enfoque publicado. Véase Casero, F. y col., J. Org. Chem. (1996) 61:3428-3432. Después de la desililacion del
precursor VI para proporcionar el compuesto de 2-OH VI, el desplazamiento de azida usando condiciones de
Mitsunobu dio el 2-azido-2-desoxi-manopirandsido VIII (86 %). Se introdujo un grupo protector ortogonal, para
permitir después el alargamiento de 6-O, por acetdlisis proporcionando el 6-O-acetato IX (84 %). La reduccién de
azida seguida de la acetilacion dio X (76 %), del que se eliminaron los ésteres etilicos dando el monémero de
alargamiento Xl con un acido fosfonico libre. Para muchas realizaciones, se prefiere acoplar un monoéster del acido
fosfénico, de manera que el producto siga protegido como un éster de fosfonato. Estos compuestos pueden
prepararse en dos etapas como se muestra a continuacion para la conversiéon de XI en Xlll. Obsérvese que la
reduccion de azida puede posponerse hasta que se hayan instalado unidades de manosa adicionales si se desean
oligosacaridos mas largos, de manera que todas las azidas puedan reducirse y las aminas resultantes se acetilen
simultaneamente.
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BnO
BnO TBAF
BnO 0 99%
TBDMSO I ’ ﬁ
P—OEt P—OFt

I
OEt

Esquema 3

I
DIAD OEt

PhsP | 86%
HOAc DPPA
ACQO
A H,50, BnO
4—47— BnO
ﬁ 84% BnO o
11>—0Et VI },' —OFt
DNIC, OFt Okt
NaBH4 76%
2)A020 NH AC
NHAc AcO
Me;SiBr BnO -0,
___._>.
BnO
Bn ” : ﬂ
P—OEt X1 ll’—OH
OFt MeC(OMe)s |, - OH
HOAc 84%
NHAc PhSH NHAc
Et3N
BnO
ﬁ 82% ﬁ
1|) OMe P—OMe
OH OMe

Los grupos protectores de etilo sobre el derivado de acido fosfonico se sustituyeron con metilos como se muestra en
el Esquema 3 anterior para facilitar la eliminacién después de construirse un oligosacarido. Una vez se ha formado el
disacarido ligado, el enlace es relativamente Iabil en las condiciones necesarias para escindir los fosfonatos de etilo.
Asi, los grupos etilo se eliminaron cuantitativamente mediante tratamiento con bromotrimetilsilano (TMSBr), y el
producto de acido fosfénico se convirtié en su fosfonato de dimetilo correspondiente con un rendimiento del 84 %
usando acido acético y ortoacetato de trimetilo. Esta reaccion tubo que monitorizarse cuidadosamente, ya que la
desacetilacion es una reaccion secundaria competitiva durante tiempos de reaccion prolongados. El tratamiento del
fosfonato de dimetilo con trietilamina (TEA) y fenilmercaptano dio eficazmente el fosfonato de monometilo XIIl con un
rendimiento del 82 %.

El Esquema 4 ilustra la reaccion de acoplamiento para establecer un enlace fosfonato entre dos unidades de
manosa. Se ha informado de tanto condiciones de DCC como de Mitsunobu para acoplar un fosfonato con un
alcohol como el monémero de aceptor, con un rendimiento en el intervalo del 50-70 %. Pozsgay y col. (véase, A.
Berkin, B. Coxon y V. Pozsgay, Chem. Eur. J., 2002, 8, 4424.) Sin embargo, cuando el aceptor ya contuvo un
fosfonato, los rendimientos disminuyeron bruscamente, que podria limitar la capacidad de tales condiciones para
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proporcionar los trimeros deseados, tetrameros, y otros polisacaridos mas largos. Las condiciones de Mitsunobu en
el presente caso, usando PhsP y DIAD, dieron un buen rendimiento (47 %) de XV. Sin embargo, se realizaron
rendimientos sustancialmente mejores usando una version modificada de las condiciones de Mitsunobu, como se
describe en Campbell, J. Org. Chem. (1992) 57:6331-6335. Las condiciones de Campbell, usando tris(4-
clorofenil)fosfina y un gran exceso de trietilamina, proporcionaron XV con un rendimiento del 88 %. Se obtienen los
mejores rendimientos en esta reaccion cuando se tiene cuidado en excluir otras especies nucledfilas que podrian
competir con el anién fosfonato débilmente nucledfilo.

Esquema 4
AcO NHAc HO NHAc
BnO -Q BnO -0,
BnO ﬁ BnO
P—OMe
XIII (!) X1V O(CH,),NHZ
RO
BnO
BnO
.. 7 XVR=Ac
ii
NHAc . O(CH»),NHZ
R0 o 8.1 |92% (CHa)z
BnQ -
BnO ﬂ
P—OR,
(}) NHAc¢
BnO -Q
BnO ﬁ
P—OR,
.~ XVI Ry =Ac,Ry=Me O NHAe
XVIIR; =H,R,=Me BnO -0

XIX Ry=Rp,=H BnO
O(CH,),NHZ
Clave: ) (pCIPh)sP, DIAD, Et;N, THF;
ii) KOH, MeOH,; iii) PhSH, DBU, CH,CN.

Usando las condiciones de Mitsunobu descritas anteriormente, se encontré que el rendimiento en la formacién del
trimero era comparable e incluso superior a en la formacién del dimero. El dimero XV se transformé en un nuevo

aceptor (—XVI) por desacetilacion. La reaccion de Mitsunobu modificada entre XVI y XIlll proporciond entonces el
trimero XVII con un rendimiento del 92 %. La identidad de los productos se demostré por EM y RMN, la dltima
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parcialmente compleja debido a diaesteredmeros fosfonato que resultan de la quiralidad del fosforo. EI compuesto
XVII se desacetild, que crea un nuevo aceptor XVIII que puede unirse a otro monémero de alargamiento. Después
de ésta y la eliminacién posterior del éster metilico de fosfonato, se destruyo la quiralidad del centro de fésforo, y los
datos de RMN para el compuesto XIX reflejaron la ausencia de diaestereémeros de fésforo.

RO NHAc
BnO -Q)
BnO O
I
P—O/ XX
& NHAc
|= l=
1 R'=Ac ZR=0H BnG .0
BnQ )
i
-l
Iz NHAc
BuO -0,
BnQ
NHAc
HO s}
BnO -0, ~"“NHZ
BrnO o)
i e
P—0
& NHAc
BnO O
BnO o XX1
TR
=0
o NHAce
BnO -0,
BnO
O\/\
NHZ
™

También se encontré que prolongando la exposicion de la mezcla del aceptor XIV y el monémero de alargamiento
Xl a las condiciones de Mitsunobu, y en presencia de algun exceso de Xlll, la reaccion proporciona monémeros
mas largos. Asi, bajo las condiciones de reaccion, la escision del grupo acetilo C-6 de un monémero de alargamiento
incorporado se produce in situ a alguna velocidad; y esto proporciona una nueva molécula aceptora. Asi, a cierto
grado, por ejemplo, se produce la conversion de XVI en XVI por exposicion prolongada a la reaccion de Mitsunobu, y
bajo aquellas condiciones en presencia de exceso de Xlll, se forma XVII; etc., para producir oligdmeros mayores.
Asi, esta reaccion proporciona una forma para hacer oligémeros que contienen multiples unidades de manosa en
forma protegida sin requerir un proceso escalonado de desproteccion / aislamiento, y permite la sintesis de
oligosacaridos inmunogénicos de la invencion que tienen una distribucion de tamarios. En algunas realizaciones, se
ha mostrado que esto proporciona principalmente oligosacaridos de tetra- y penta-manosa, con cantidades menores
de oligébmeros mas largos. Asi, proporciona una forma altamente eficaz para sintetizar compuestos oligoméricos mas
largos dentro de la invencion.

La invencion también proporciona una sintesis simple y mejorada de 2-azido-2-desoxi-D-manopiranosa a partir de un
precursor facilmente disponible, 1,3,4,6-tetra-O-acetil-glucopiranosa, como se ilustra en el Esquema 5. Este producto
intermedio es Util para la sintesis de muchas de las unidades de manosa de la presente invencion.

Esquema 5
AcO . AcO " AcO N
AcO 0 ' AcO 0 1 AcO -0
AcO > AcO > A0
HO $ac TIO Hac Ohc
XXII XX XXV

1, (TfO),0, pyr ii, NaN3
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En un intento por sintetizar un compuesto de 2-azidomanosa protegido, se convirtié 1,3,4,6-tetra-O-
acetilglucopiranosa en su 2-O-triflato usando anhidrido triflico, y el triflato se traté con NaNs;. Segun CCF y MALDI-
TOF-EM, el producto de 2-azido se forma con un alto rendimiento, pero aparentemente se descompone
sustancialmente durante un procesamiento acuoso tipico, y el rendimiento aislado fue solo del 20 %. Sin embargo,
cuando la reaccion se proceso sin usar agua, el rendimiento mejoré bruscamente. Asi, la mayoria de la DMF usada
como disolvente para el desplazamiento se elimind a presion reducida, y el residuo se transfirid a una columna
secada que contenia una suspension de silice previamente secada en tolueno seco. El producto se eluyé usando un
gradiente de acetato de etilo creciente en tolueno. Una vez purificado, el producto fue relativamente estable. El
material de partida de 1,3,4,6-tetra-O-acetilglucopiranosa es muy facil de sintetizar a gran escala en una sintesis de
una etapa a partir de glucosa, y se obtuvo el triflato intermedio usando condiciones estandar con un rendimiento del
97 %. El rendimiento aislado de la inversion como se ha mencionado depende mucho de cuanta agua libre se
procese: es necesaria la exclusién de agua usando material de vidrio previamente secado y silice previamente
secada como se ha descrito anteriormente para el rendimiento éptimo. Minimizando la exposicién a la humedad
durante el procesamiento y durante la cromatografia en gel de silice, se obtuvieron rendimientos reproducibles del
60 % o mejores.

El producto de tetraacetato muestra alguna tendencia a descomponerse durante el almacenamiento. Sin embargo,
una vez convertido en 1-etiltioglucdsido mediante tratamiento con EtSH/BFs-Et;O fue bastante estable. A
continuacion se tratd con alcoxido para eliminar los grupos acetato, como se muestra en el Esquema 6, y el hidroxilo
primario se protegio selectivamente con un grupo t-butildimetilsililo (IBS). Los dos hidroxilos secundarios se
protegieron como ésteres bencilicos, pero aqui puede usarse una variedad de grupos protectores diferentes y en
muchas otras etapas durante todo este proceso. Entonces, el grupo -SEt se sustituyd con un conector, que puede
usarse para conjugar el oligosacarido final con una proteina. Alternativamente, podria usarse para unir el monémero
aceptor a un soporte sélido mientras que se ensambla el oligosacarido. En este caso, se introdujo un grupo
aminoetilo protegido en la posicién anomérica; sin embargo, puede usarse una amplia variedad de grupos de enlace
que son adecuados para conjugar el oligosacarido, y aquellos expertos en la materia pueden seleccionar y usar
facilmente otros.

Esquema 6
AcO N3 AcO N3 TBSO N3O
AcO 0 — 3  AcO -0, — BnO
AcO AcO BnO
OAc SEt SEt
XXV XXVI XXVII

El dimero puede usarse como inmunogén sin alargamiento adicional, o pueden prepararse y usarse oligomeros mas
largos. Para tanto el dimero como el trimero, el grupo acetilo en C6 se elimina por hidrdlisis estandar. Los ésteres
metilicos del fosfonato se escindieron usando 1,8-diaza-7-biciclo[5.4.0lundeceno (DBU) como base junto con
fenilmercaptano, para efectuar una desmetilacion nucledfila. Entonces, los éteres bencilicos se escindieron junto con
el benciloxicarbonilo mediante una hidrogenacion reductora estandar, usando paladio sobre carbén vegetal activado
como catalizador. Para hacer que la reaccién se complete, se afiadié6 HCl acuoso de manera que la amina resultante
se protonara para formar el clorhidrato, que reduce su tendencia a envenenar el catalizador.

Los oligosacaridos de la invencion pueden administrarse a un mamifero para provocar una respuesta inmunogénica;
pueden usarse como se ha descrito anteriormente, normalmente después de desproteccion al menos parcial.
También pueden acetilarse parcial o completamente para ensanchar el espectro de la respuesta inmunitaria
provocada. El PSC del organismo diana esta sustancialmente acetilado sobre el hidroxilo C-3; asi, la flexibilidad del
presente método sintético hace posible preparar compuestos que contienen uno o mas grupos acetilo, y
particularmente para preparar dimeros, trimeros y oligdmeros superiores que estan parcial o completamente
acetilados en el hidroxilo C-3, o mezclas de estos.

En lugar de, o ademas de, usar enlaces fosfonato para estabilizar el fosfodiéster, como se ha descrito anteriormente,
es posible estabilizar el fosfodiéster a un grado util incorporando un grupo azida como sustituyente aza C-2 durante
las manipulaciones sintéticas hasta y opcionalmente durante la etapa de conjugacion del oligosacarido con una
proteina. Esta estabilizacion es inductiva, pero es adecuada para mejorar la estabilidad durante el procesamiento de
los productos intermedios con respecto a la de los compuestos NHAc correspondientes. Una vez la azida ha servido
a su fin, puede reducirse con borohidruro de niquel y acetilarse con anhidrido acético o agentes acilantes similares
como se ha descrito en el presente documento. Los compuestos oligoméricos de la invencion pueden asi incorporar
enlaces fosfodiéster a cierto grado como se ha descrito anteriormente, y los fosfodiésteres pueden incorporarse por
métodos tipicos y aquellos descritos en el presente documento.

Para tener la opcion de conseguir tanto las moléculas diana con como sin acetatos, la estrategia del grupo protector

se baso en acetatos como grupos protectores permanentes. Para estabilizar el enlace fosfodiéster anomérico se usé
azida como precursor para el grupo acetamido en la medida de lo posible en la sintesis, como se ilustra en el
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Esquema 7 a continuacion. Las propiedades aceptoras de electrones y la ausencia de efecto participante de la azida
protege fuertemente el enlace. Y después de problemas iniciales con el uso de dimetoxitritlo como grupo protector
temporal para los 6-OH, los presentes inventores usaron TBDMS (éter t-butildimetilsililico, algunas veces
denominado TBS). Los éteres TBDMS se separaron por escision con buen rendimiento con problemas minimos
debido a la migracion o escision del acetilo del enlace fosfodiéster labil. No puso usarse TBAF, que se usoé
satisfactoriamente para la desproteccion de éteres TBDMS en la sintesis de C-fosfonato previa, debido a la
migracion del acetilo, de manera que fue bastante lenta (especialmente cuando tiene azida en la pos 2), pero
fidedigna si se us6 TREAT-HF.

Esquema 7

TBDMSO HO 0
AcO AcO aceptador
AcO ? AcO

0
Oz ~""nmz

I XXI1X
N
TBDMSO 30 TBDMSO NBo TBDMSO N3O
AcO g AcO AcO -
AcO > AcO > AcO 0
N -
XXVII SEt OH O—P—0
donante 1 I!I
XXX
(Bn0),0PO (BnO),0PO
ACO AcO AcO
AcO ACO
OH
(BnO),0PO s
AcO -0,
AcO o)
B -
O—-Ii-—O
H
donante 2
XXX1

Para una sintesis modular eficaz, se necesitaron tres unidades estructurales de monosacaridos; un monémero de
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partida equipado con espaciador el aceptor 6-OH, un monémero de alargamiento de alfa-H-fosfonato con proteccion
de 6-OH temporal (donante 1) y un mondmero de alfa-H-fosfonato terminal fosforilado en la posicién primaria
(donante 2). Para lograr las moléculas diana con un fosfato en C-6, como se ejemplifica aqui como oligosacaridos
trimeros, se us6 un donante que contiene un fosfato protegido con dibencilo debido a que un intento en la
modificacién después del enlace del hidroxilo C-6 usando quimica de amidito fue insatisfactorio.

Para simplificar la sintesis, las tres unidades se sintetizaron a partir del mismo precursor, XXVIIl, como se muestra
en el Esquema 7 anterior. El material de partida se sintetizé6 usando métodos convencionales. Para preparar el
aceptor, se acopldé a un espaciador de etanolamina protegido con benciloxicarbonilo con un rendimiento del 86 % y
el éter TBDMS se eliminé usando TREAT-HF para dar el aceptor XXIX con un rendimiento del 97 %.

El donante 1 se sintetizd hidrolizando primero el tioglucésido usando una glucosilaciéon con NIS como promotor y
agua como aceptor a -20 °C. El alfa-andmero deseado se obtuvo exclusivamente con un rendimiento del 82 %. Si la
reaccion se lleva a cabo a temperatura ambiente, se forma un gran porcentaje de beta. Este compuesto se fosforil6 a
continuacién usando PCls/imidazol dando XXX con un rendimiento del 97 %. Asi, en el presente documento se
desvela la preparacion de alfa-andémeros a bajas temperaturas tales como inferiores a la temperatura ambiente,
preferentemente inferiores a 0 °C, mas preferentemente inferiores a -10 °C, tal como -20 °C o menos.

Para sintetizar unidades de manosa donantes que tienen el H-fosfonato, que es Util para afiadir unidades de manosa
ligadas a un oligosacarido de la invencion mediante un enlace fosfodiéster, el éter TBDMS se escindié con un
rendimiento del 75 % vy el hidroxilo se fosforild6 usando quimica de amidito para dar un fosfato protegido con bencilo
en C-6 (67 %). El etiltiogluctsido se hidrolizé del mismo modo que para el donante 1 acoplando a agua (79 %) y
luego se fosforil6 para dar la unidad de manosa donante de H-fosfonato XXXI con un rendimiento del 92 %.

El acoplamiento del mondmero de alargamiento al aceptor se llevd a cabo usando quimica de H-fosfonato
convencional con una condensacién promovida por cloruro de pivaloilo como se ilustra en el Esquema 8 a
continuacion. El diéster de H-fosfonato se oxidé usando yodo elemental y agua para proporcionar el diéster de
fosfato. El dimero se obtuvo con un buen rendimiento (96 %).
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Esquema 8
TBDMSO Ny HO N3
AcO -0 AcO -0
AcO o) AcO
H
O—P—0OH O
}!I \/\NHZ
TBDMSO N3
AcO Q
AcQ 9
O—P—H
o—\ s
AcO -Q
AcO
O
~~"nHz
TBDMSO N3
AcO -0,
AcO ﬁ
0—P—-0
o—\ s
AcO -0,
AcO

El alargamiento a trisacaridos se logra por desproteccion del hidroxilo C-6 con TREAT-HF e iteracion de la adicion
de un monémero de alargamiento; y la compatibilidad de la estrategia del grupo protector aqui con la ejemplificada
en los esquemas anteriores para la construccion del enlace fosfonato permite mezclar los dos tipos de enlaces o que
coincidan en un oligosacarido dado. El ejemplo aqui ilustra el alargamiento con las moléculas donantes XXX y XXXI,
proporcionando un oligosacarido trimero que tiene tanto un hidroxilo C-6 sobre la uUltima unidad de manosa como un
O-fosfato C-6 en esa posicion.
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Esquema 9
TBDMSO Na
AcO -Q
AcO (‘?
O0—P-0"
b Ng
AcO -Q
AcO
O\/\
NHZ
HO N3
RO N3 AcO -Q
AcO -0, AcO 0
o —
ACO o O0—P—0
0—P-0 S N3
. -0
H AcO
AcO
0\/\
NHZ
RO N3
AcO -Q
AcO ﬁ
0—17-0-
o Na
AcO -Q
AcO 0]
n o -
0—P—0
S Nq
AcO -Q
AcO

Donde R es OH o dibencil fosfato

Para obtener el trisacarido, el éter TBDMS sobre el disacarido se elimind con un rendimiento del 91 %, de nuevo
usando TREAT-HF. El posterior acoplamiento de los dos donantes usando las mismas condiciones que se emplean
para el acoplamiento al disacarido produjo la formacién de los dos trisacaridos con un rendimiento del 62 % y 59 %,
respectivamente. Los rendimientos obtenidos durante el segundo acoplamiento o posteriores fueron menores al
obtenido de la primera etapa de acoplamiento, como se observa por Pozsgay y col. (véase, A. Berkin, B. Coxon y V.
Pozsgay, Chem. Eur. J., 2002, 8, 4424.) Asi, en realizaciones preferidas, al menos algunos de los enlaces entre
unidades de manosa adyacentes en un oligosacarido normalmente comprenden un fosfonato en lugar de un
fosfodiéster.

Las azidas sobre ambas formas de los oligédmeros de la invencion también pueden comprender un fosfato adicional
en forma protegida en R' o su posicion equivalente, por ejemplo, el grupo R® en dimeros y trimeros de los oligémeros
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de fosfonato. Este se introduce opcionalmente debido a que las unidades de manosa terminales en el PSC natural
pueden estar fosforiladas, y el grupo fosforilo correspondiente puede introducirse como un éster de fosfato de
dibencilo usando quimica convencional. Los grupos bencilo pueden entonces eliminarse junto con los éteres
bencilicos en C-3 y/o C-4, por ejemplo, o junto con escision reductora de un grupo benciloxicarbonilo que puede
usarse para proteger un grupo amina en el resto de espaciador en la posicion 1 de la primera unidad de manosa. El
fosfonato de bencilo no interfiere con las otras reacciones necesarias para producir los oligémeros. Por ejemplo, las
azidas en ciertos compuestos que contienen este grupo se redujeron satisfactoriamente a aminas usando
borohidruro de sodio y una cantidad catalitica de cloruro de niquel hexahidratado, y las aminas resultantes se
acetilaron con anhidrido acético dando los derivados de aminoacilo correspondientes. Esta reaccién avanzé con un
rendimiento del 89 % cuando el grupo terminal sobre una unidad de manosa en un compuesto ligado por fosfodiéster
trimérico fue OTBDMS, y con un rendimiento del 64 % cuando ese grupo terminal fue un fosfato de dibencilo.

- NHAc
R ‘0
R 0
-
O—P—0
(') NHAc
7 -0
o —
0—1;—0
I} NHAc
R ‘0
R

1 R=OAc 2 R=OH
R'=TBDMSO 0 fosf.
1 R"= NHZ 2 R"= NH2

Los dos trisacaridos se desprotegieron en un orden diferente. Para lograr las moléculas diana 1y 2, primero el grupo
Z se desprotegio usando hidrogenacion reductora (83 %). Para evitar problemas con la degradacion del enlace
fosfodiéster durante la hidrogenacion reductora, se afiadieron resina de intercambio i6nico basica a la mezcla con
buen resultado. El éter TBDMS se elimin6é de nuevo usando TREAT-HF dando 1 con un rendimiento del 85 %. El
acetato se escindié bajo condiciones estandar de metéxido de sodio / metanol. Para la molécula diana 3, Z se
elimin6 de la misma forma que en la desproteccién previa de 1 (85 %) y para lograr 4 los acetatos se eliminaron (80
%) antes de la hidrogenacion reductora (64 %).

Los métodos descritos en los esquemas anteriores también pueden usarse para preparar compuestos que tienen un
C-fosfonato, tales como aquellos compuestos de formula (1) o (1'), descritos en el presente documento.

Uso de los compuestos como antigenos

Los oligosacaridos preparados por los métodos anteriores son inmunogénicos y son utiles para provocar una
respuesta inmunitaria que protege contra infeccién por N. meningitidis, como en una vacuna. En particular, un
oligosacarido que tiene la estructura mostrada en la formula (1) anterior puede provocar una respuesta
inmunogénica si se administra a un mamifero y, por tanto, administrar la composicion que comprende un
oligosacarido de formula (1) es util para provocar la formacion de anticuerpos y/o para proporcionar una respuesta
inmunogénica y para proporcionar resistencia al menos parcial o inmunidad parcial a infecciéon por N. meningitidis A.
Los compuestos que comprenden el resto en la formula (1), especialmente aquellos en la que W es CH2 0 O, X es O
y Az es NHAC, son utiles como componente de vacunas, ya que son compuestos de formula (4).

Estos compuestos son especialmente Utiles cuando se conjugan con una proteina, y opcionalmente el grupo Z de

formula (1) puede usarse para enlazar el oligosacarido de formula (1) con una proteina. Asimismo, en otros
compuestos de formula, el grupo en C-1 correspondiente de la primera unidad de manosa en un oligosacarido de la
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invencion puede ser un resto que puede usarse para conjugar el compuesto con una proteina transportadora para
mejorar sus propiedades inmunogénicas. A pesar de la opcion de enlazar mediante Z, sin embargo, los compuestos
de la invencion, y especificamente los compuestos que comprenden la estructura en la féormula (1) o férmula (4),
pueden enlazarse por otros medios a una proteina transportadora, tal como mediante uno o mas de los grupos
hidroxilo o mediante un grupo acilo unido en lugar de un grupo acetilo sobre una de las acetilaminas sobre una de
las unidades de manosa. Tales mecanismos de conjugacion alternativos estan dentro del alcance de la invencion, en
tanto que el centro C-1 (andmero) del oligosacarido siga en la configuracion alfa deseada. Preferentemente, tales
oligosacaridos comprenden al menos un enlace fosfonato entre dos unidades de manosa.

Por consiguiente, un aspecto de la presente invencion se refiere a vacunas que contienen como principio activo una
cantidad inmunogénicamente eficaz de un oligosacarido inmunogénico como se describe en el presente documento.
El (Los) oligosacarido(s) puede(n) introducirse en un huésped, que incluye seres humanos, tanto solos como ligados
a un transportador tal como una proteina o como un homopolimero o heteropolimero de unidades de manosa o de
otros sacaridos. En algunas realizaciones, se usan como glucoconjugados, y la proteina a la que el oligosacarido
esta conjugada esta seleccionada por su capacidad para potenciar la respuesta inmunogénica al antigeno de
oligosacarido: algunas veces se prefieren proteinas que han provocado una respuesta inmunitaria en el mamifero
que va a tratarse. Los glucoconjugados tienen la ventaja de elevada actividad inmunoldgica y la capacidad adicional
de inducir anticuerpos y/o CTL que reaccionan con diferentes determinantes antigénicos del virus o células
tumorales.

Las composiciones inmunogénicas de la invencion incluyen al menos un compuesto de la invencion, y pueden incluir
opcionalmente mas de un compuesto tal. Asi, algunas veces es deseable mezclar juntos dos o mas compuestos de
la invencion para ampliar la respuesta inmunogénica provocada. Por ejemplo, es frecuentemente deseable combinar
un compuesto en el que R® es H con un compuesto en el que R® es Ac, ya que el PSC del organismo diana esta
parcialmente, pero no completamente, acetilado en esta posicion. Asi, en algunas realizaciones, las composiciones
inmunogénicas comprenden al menos dos y opcionalmente tres o mas de tales compuestos inmunogénicos y / o
conjugados de proteina de tales compuestos.

Similarmente, las proteinas transportadoras pueden influir en la respuesta inmunogénica e incluso afectar la
naturaleza precisa de los anticuerpos que resultan del tratamiento de un mamifero con uno o mas compuestos de la
invencion cuando se administran como glucoconjugados. Por tanto, la invencién incluye composiciones que
comprenden mas de una proteina transportadora, tanto si comprenden como si no dos o mas oligosacaridos.

Proteinas transportadoras utiles son muy conocidas en la técnica, e incluyen, por ejemplo, tiroglobulina, albiminas
tales como albumina de suero humano, toxoide tetanico, toxoide diftérico, poliaminoacidos tales como
poli(lisina:acido glutamico), gripe, proteina del nucleo del virus de la hepatitis B, vacuna recombinante del virus de la
hepatitis B y similares. También podrian usarse proteinas de la membrana externa bacterianas tal como, complejo c
de la membrana externa (OMPC), porinas, proteinas de union a transferrina, neumodlisis, proteina de la superficie A
neumocdcica (PspA), o proteina adhesina pneumocdcica (PsaA). También pueden usarse otras proteinas, tales
como albumina de huevo, hemocianina de lapa californiana (KLH), albumina de suero bovino (BSA) o derivado de
proteina purificada de tuberculina (PPD) como proteinas transportadoras. Las proteinas transportadoras son
preferentemente proteinas que no son toxicas y no reactogénicas y obtenibles en cantidad y pureza suficientes.

Las proteinas transportadoras deben ser susceptibles a procedimientos de conjugacion estandar. En una realizacion
preferida de la presente invencion, se usa toxina diftérica purificada de cultivos de Corynebacteria diphtheriae y se
desintoxica quimicamente usando formaldehido como proteina transportadora. En otras realizaciones, se uso
CRM197.

Los métodos para unir un oligosacarido a una proteina transportadora son convencionales, y un profesional habitual
puede crear glucoconjugados que comprenden los compuestos de la invencion usando métodos convencionales.
También esta disponible orientacion en muchas publicaciones y en, por ejemplo, las patentes de EE.UU. 4.356.170;
4.619.828; 5.153.312; 5.422.427; y 5.445.817.

En una realizacion tal, usando 2-aminoetoxi como resto de espaciador en C-1 de la primera unidad de manosa y un
enlace fosfodiéster, y usando tanto acido subérico o escuarato como el reactivo bifuncional para conectar el resto de
espaciador a la proteina transportadora, y usando CRM197 como proteina transportadora, se prepararon
glucoconjugados. Segun el analisis de espectros de masa de MALDI-TOF, estos conjugados contuvieron
aproximadamente cinco moléculas de oligosacarido, en promedio, por molécula de proteina transportadora. Sin
embargo, las relaciones de oligosacarido:proteina transportadora de aproximadamente 0,1 a aproximadamente uno
en una relacién molar son frecuentemente deseables, y relaciones molares de aproximadamente 1-30:1 o
aproximadamente 1-10:1 estan dentro del alcance de la invencion, independientemente de qué proteina
transportadora se utiliza. La relacidon de oligosacarido con respecto a proteina transportadora también puede
caracterizarse como una relacion de peso entre las dos; frecuentemente se prefieren relaciones de
aproximadamente 1:1 a 1:500. La relaciéon precisa depende de la relacion del peso molecular de la proteina y el
oligosacarido; para oligosacaridos mas pequefios, algunas veces se usa una relacion de peso de 1:5 a 1:200.
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Después de la conjugacion del polisacarido capsular con la proteina transportadora, los conjugados de polisacarido-
proteina pueden purificarse (enriquecerse con respecto a la cantidad de conjugado de polisacarido-proteina)
mediante una variedad de técnicas. Un objetivo de la etapa de purificacion es eliminar el polisacarido no unido del
conjugado de polisacarido-proteina. Un método para la purificacion, que implica ultrafiliracion en presencia de sulfato
de amonio, se describe en la patente de EE.UU. 6.146.902. Alternativamente, pueden purificarse conjugados de
proteina sin reaccionar y polisacarido por cualquier nimero de técnicas convencionales que incluyen, entre otras,
cromatografia de exclusion por tamafo, centrifugacion en gradiente de densidad, cromatografia de interaccion
hidréfoba o fraccionamiento con sulfato de amonio. Véase, por ejemplo, Anderson, P. W., y col., J. Immunol. (1986)
137:1181-1186. Véase también Jennings, H. J., y col., J. Immunol. (1981) 127:1011-1018.

Las vacunas de la invencion comprenden al menos un compuesto inmunogénico de la invencion, y también pueden
contener un diluyente fisioldgicamente tolerable (aceptable) tal como agua, solucion salina tamponada con fosfato, o
solucion salina, y adicionalmente normalmente incluyen un adyuvante. La patente de EE.UU. n° 6.869.607
proporciona adyuvantes no iénicos para inmundgenos conjugados con proteina y trata otros adyuvantes adecuados.
Materiales tales como adyuvante incompleto de Freund, fosfato de aluminio, hidroxido de aluminio o alumbre, sulfato
de aluminio, fosfato de aluminio, y combinaciones de los mismos, son materiales muy conocidos en la técnica como
adyuvantes. También son utiles BAY, DC-chol, pcpp, monofosforil lipido A, CpG, QS-21, toxina del célera y péptido
formil metionil, ademas de formulaciones en emulsién que incluyen MF59, SAF, escualano, Tween, polimero L121
con bloques de Pluronic, y componentes tales como monofosforil lipido A, dimicolato de trehalosa, y esqueleto de la
pared celular. También pueden incluirse citocinas tales como IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6. IL-7, IL-12, interferones y
factor de necrosis tumoral (TNF). En algunas realizaciones preferidas de la invencién, se usa alumbre como
adyuvante.

Tras la inmunizaciéon con una composicion como se describe en el presente documento, mediante inyeccion,
aerosol, via oral, transdérmica u otra via, el sistema inmunitario del huésped responde a la vacuna produciendo
grandes cantidades de CTL especificos para el antigeno deseado, y el huésped se vuelve al menos parcialmente
inmune a la posterior infeccion por el patégeno N. meningitidis.

Las vacunas y composiciones farmacéuticas de la invencidn estan previstas para administracion parenteral, topica,
oral o local. Preferentemente, se administran parenteralmente, por ejemplo, intravenosamente, subcutaneamente,
intradérmicamente o intramuscularmente. Asi, la invencién proporciona composiciones para administracién
parenteral que comprenden una disolucion del resto inmunogénico disuelto o suspenso en un vehiculo aceptable,
preferentemente un vehiculo principalmente acuoso. Puede usarse una variedad de vehiculos acuosos, por ejemplo,
agua, agua tamponada, solucion salina al 0,8 %, 0,3 % de glicina, acido hialurénico y similares. Estas composiciones
pueden esterilizarse por técnicas de esterilizacién convencionales, o pueden esterilizarse por filtracion. Las
disoluciones acuosas resultantes pueden envasarse para su uso como tales, o liofilizarse, combinandose la
preparacion liofilizada con una disolucion estéril antes de administracion. Las composiciones pueden contener
sustancias auxiliares farmacéuticamente aceptables segun se requiera para aproximarse a las condiciones
fisioldgicas, tales como ajuste de pH y agentes de tamponamiento, agentes de ajuste de la tonicidad, agentes
humectantes y similares, por ejemplo, acetato sdédico, lactato de sodio, cloruro sédico, cloruro de potasio, cloruro de
calcio, monolaurato de sorbitano, oleato de trietanolamina, etc. La preparacion de tales composiciones farmacéuticas
esta dentro de la experiencia habitual en la materia, y puede guiarse por libros de referencia estandar tales como
Remington's Pharmaceutical Science, ultima ed.

En realizaciones preferidas, una composicion de vacuna que comprende al menos un resto de formula (1) o férmula
(4) en una mezcla sustancialmente acuosa se formula como una solucién salina tamponada libre de pirégenos estéril
o disolucion que contiene fosfato, que puede incluir un conservante o puede estar libre de conservante.
Conservantes adecuados incluyen, por ejemplo, alcohol bencilico, parabenos, timerosal, clorobutanol y cloruro de
benzalconio. La disolucion es preferentemente aproximadamente isoténica, y su tonicidad puede ajustarse con
agentes tales como tartrato de sodio, cloruro sodico, propilenglicol y fosfato de sodio.

La concentracion de los oligosacaridos inmunogénicos de la invencion en las formulaciones farmacéuticas puede
variar ampliamente, es decir, de menos de aproximadamente el 0,1 %, normalmente del o al menos
aproximadamente el 0,1 % a como mucho del 20 % al 50 % o mas en peso, y se seleccionara principalmente por
volumenes de fluido, viscosidades, etc., y segun el modo particular de administracion seleccionada. Una forma de
dosis unitaria humana de los compuestos y composicién normalmente se incluye en una composicion farmacéutica
que comprende una dosis unitaria humana de un vehiculo aceptable, preferentemente un vehiculo acuoso, y se
administra en un volumen de fluido que es conocido por aquellos expertos en la materia que va a usarse para la
administracion de tales composiciones a seres humanos, y se ajusta segun principios cominmente entendidos para
un sujeto particular que va a tratarse. Asi, en una realizacion, la invencién proporciona una unidad dosificacion del
componente de vacunas de la invencion en una cantidad adecuada de una disolucién acuosa, tal como 0,1-3 ml,
preferentemente 0,2-2 ml.

Los inmundgenos de la invencion también pueden administrarse mediante liposomas, que pueden servir para

concentrarlos en un tejido particular, tal como tejido linfoide, o para potenciar su actividad o caracteristicas de
administracion. Estan disponibles una variedad de métodos para preparar liposomas, como se describen en, por
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ejemplo, Szoka, y col., Ann. Rev. Biophys. Bioeng. (1980) 9:467, patentes de EE.UU. n°® 4.235.871, 4.501.728,
4.837.028 y 5.019.369.

Para composiciones solidas, pueden usarse vehiculos solidos no téxicos convencionales que incluyen, por ejemplo,
calidades farmacéuticas de manitol, lactosa, almidén, estearato de magnesio, sacarina sddica, talco, celulosa,
glucosa, sacarosa, carbonato de magnesio y similares. Para administracion por via oral, se forma una composicion
no téxica farmacéuticamente aceptable incorporando cualquiera de los excipientes normalmente empleados, tales
como aquellos vehiculos previamente enumerados, y una dosificacion unitaria de un principio activo, es decir, uno o
mas compuestos de la invencion, tanto conjugados con una proteina como no.

Para la administracion por aerosol, los compuestos inmunogénicos se suministran preferentemente en forma
finamente dividida junto con un tensioactivo y propulsor. El tensioactivo debe, por supuesto, ser no toxico, y
preferentemente soluble en el propulsor. Representativos de tales agentes son los ésteres o ésteres parciales de
acidos grasos que contienen de 6 a 22 atomos de carbono, tales como acidos caproico, octanoico, laurico, palmitico,
estearico, linoleico, linolénico, olestérico y oleico con un alcohol polihidroxilado alifatico o su anhidrido ciclico.
Pueden emplearse ésteres mixtos, tales como glicéridos mixtos o naturales. El tensioactivo puede constituir el 0,1 %-
20 % en peso de la composicion, preferentemente el 0,25-5 %. El resto de la composicién es generalmente
propulsor. También puede incluirse un vehiculo, segun se desee, como con, por ejemplo, lecitina para administracion
intranasal.

Cantidades eficaces para este uso dependeran, por ejemplo, de la composicion del oligosacarido, si esta conjugado
con una proteina, el modo de administracion, el peso y estado general de salud del paciente y el criterio del médico
que receta, pero generalmente oscilan para la inmunizacion inicial (que es para una administracion profilactica) de
aproximadamente 1,0 ug a aproximadamente 5.000 ug de péptido para un paciente de 70 kg (por ejemplo, 1,0 ug,
1,5 yg, 2,0 ug, 2,5 ug, 3,0 ug, 3,5 ug, 4,0 ug, 4,5 pg, 5,0 ug, 7,5 ug, 10 ug, 12,5 ug, 15 ug, 17,5 pg, 20 ug, 25 ug, 30
Mg, 35 ug, 40 pg, 45 ug, 50 g, 75 pg, 100 pg, 250 ug, 500 pg, 750 pg, 1.000 pg, 1.500 g, 2.000 ug, 2.500 ug,
3.000 pg, 3.500 pg, 4.000 pg, 4.500 pg o 5.000 pg). La dosis actual administrada a un sujeto se determina
frecuentemente segun una cantidad apropiada por kg del peso corporal del sujeto. Por ejemplo, una cantidad eficaz
puede ser aproximadamente 0,1 a 5 ug/kg de peso corporal.

Una dosis primaria puede ir opcionalmente seguida de dosificaciones de refuerzo de aproximadamente 1,0 ug a
aproximadamente 1.000 ug de péptido (por ejemplo, 1,0 ug, 2,0 pg, 2,5 ug, 3,0 ug, 3,5 ug, 4,0 ug, 4,5 ug, 5,0 ug, 7,5
Mg, 10 ug, 12,5 pg, 15 pg, 17,5 pg, 20 pg, 25 ug, 30 ug, 35 ug, 40 ug, 45 pg, 50 ug, 75 pg, 100 pg, 250 ug, 500 ug,
750 ug, 1.000 pg, 1.500 pg, 2.000 ug, 2.500 ug, 3.000 ug, 3.500 ug, 4.000 pg, 4.500 ug o 5.000 ug) conforme a una
pauta de refuerzo durante semanas a meses que depende de la respuesta y condicion del paciente midiendo la
actividad de linfocitos T especificos en la sangre del paciente.

Las composiciones inmunogénicas que comprenden un compuesto de la invenciéon son adecuadas para su uso en
seres humanos adultos o en nifios, y en algunas realizaciones se administran a nifios jovenes, que estan en riesgo
de contraer meningitis producida por N. meningitidis. Opcionalmente, una composicién tal puede administrarse en
combinacidn con otras sustancias farmacéuticamente activas, y frecuentemente se administraran en combinacion
con otras vacunas como parte de un programa de vacunacion infantil. Composiciones para administracion pueden
incluir beneficiosamente otros tipos de compuestos inmunogénicos tales como glucoconjugados que provocan una
respuesta inmunitaria para proporcionar también proteccion contra otros patégenos de meningitis. Asi, en algunas
realizaciones, las composiciones de vacuna de la invencion incluyen al menos un antigeno derivado de otro serotipo
de Meningitidis, normalmente de al menos uno de los serotipos A, B, C, W135 e Y. Realizaciones preferidas
comprenden frecuentemente antigenos para al menos uno y frecuentemente dos o todos de los serotipos C, Y y
W135 en combinacion con al menos uno y opcionalmente dos 0 mas compuestos que comprenden un oligosacarido
de la presente invencion.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos ilustran ciertas realizaciones de la invencion, pero de ninguna forma limitan su alcance.
Otras variaciones de las reacciones y formulaciones ejemplificadas seran evidentes para aquellos expertos en la
materia, y también estan dentro del alcance de la invencién. Por ejemplo, cambiar el orden de las etapas, o modificar
la estrategia de grupos protectores seleccionada, representan frecuentemente elecciones tipicas hechas por el
profesional habitual. La numeracién de compuestos en la siguiente seccidn no se correlaciona con la numeracion de
compuestos en los esquemas de reaccion proporcionados anteriormente, y se proporciona para comodidad del
lector.

Métodos generales

Se llevo a cabo CCF sobre placas 60 F2s4 previamente recubiertas de Merck usando AMC (molibdato de amonio -
sulfato de cerio (IV) - &cido sulfurico al 10 % 100 g:2 g:2 1) o H2SO4 al 8 % para visualizacion. Se realizé
cromatografia en columna sobre gel de silice (0,040-0,063 mm, Amicon) o gel de fase inversa (C18 60A 40-63 pum).
Los espectros de RMN se registraron en CDCl3; (MesSi externo, 6= 0,00) o D,O (acetona interna BC 6= 30,89, H
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=2,22) a 25 °C en un instrumento Varian de 300 MHz o 400 MHz. Las disoluciones organicas se concentraron a 30
°C a presion reducida.

Ejemplo 1
: N
BnO o _ BnO . BnO 3
BnO i BnO O i BnO O mo
BnO 0 99% BnO o 86% BnO o 34%
TBDMSO 1’)‘—0}3 HO T s i
. | t 2 II’—OEt I\’-—OEt
OEt OFEt OFEt
AcO tls AcO e AcO 12?
BnO -Q iv BnO -0 Y . Bno O vi
BnO o 76% BnO (I? BnO o 84%
_ I
4 }l’—-OEt 5 Il) OFt 6 P—OH
Ok OFt b
t
NHA.
AcO c ” AO NHAc
Q — -0
BnO
];1 . 82% BnO
13\ ﬁ BnO e}
7 1!3—0Me 8 P—0OMe
OMe OH

Clave: ;) TBAF; ii) PhyP, DIAD, DPPA, THF; iii) HOAc, Ac,O, H,SOy; iv) a. NaBH,,
NiClyx6H,0, b. AcyO; v) Me;SiBr; vi) MeC(OMe)s, HOAc; vii) PhSH, Et;N.

C-(3,4,6-tri-O-bencil-a-D-glucopiranosil)metanofosfonato de dietilo (2). Se afiadi6 TBAF (2,6 g 1,3 eq) a una
disolucion de C-(2-O-tertbutildimetilsilil-3,4,6-tri-O-bencil-a-D-glucopiranosil)metanofosfonato de dietilo (1, 5,36 g, 7,7
mmoles) en THF (150 ml). Después de 20 min el disolvente se elimind a presion reducida y el producto se purifico
por cromatografia en columna de gel de silice dando 2 (4,44 g, 7,6 mmoles, 99 %).

C-(2-azido-3,4,6-tri-O-bencil-2-desoxi-a-D-mannopiranosil)metanofosfonato de dietilo (3). Se afnadié gota a
gota DIAD (2,4 ml, 12,4 mmoles) a una disolucion enfriada (-5 °C) de PhsP (3,1 g, 11,7 mmoles) en THF (50 ml).
Después de 30 min, se afadié una disolucion de 2 (5,57 g, 9,5 mmoles) en THF (20 ml). Después de 10 min
adicionales, se anadi6 fosforazidato de difenilo (DPPA; 2,4 ml, 11,31 mmoles) y se dejo que la mezcla de reaccion
alcanzara TA. Después de agitar durante la noche, el disolvente se evapor6é y el residuo se purificod por
cromatografia en gel de silice dando 3 (5,0 g, 8,2 mmoles, 86 %) como un aceite incoloro. RMN "°C (CDCl3) 138,17,
137,92, 137,38, 128,6-127,7, 78,2, 74,3, 73,9, 73,7, 73,5, 72,4, 69,5, 68,8, 62,2, 62,1, 62,0, 61,9, 61,0, 60,9, 27,9 (d,
J=141 Hz), 16,5, 16,4; RMN *'P (CDCl3) 27,9.

C-(6-0O-acetil-2-azido-3,4-di-O-bencil-2-desoxi-a-D-manopiranosil)metanofosfonato de dietilo (4). Se disolvi6 el
compuesto 3 (3,2 g, 5,2 mmoles) en HOAc/Ac,0O (1:1, 32 ml). Se afadieron diez gotas de H>SO4 al 1 % en Ac:O.
Después de agitar durante la noche, la mezcla se vertié en un embudo de decantacidon que contenia hielo y CH,Cla.
La fase organica se separo, se filiré a través de un tapén de silice 9/ se concentré. El residuo se purificd por
cromatografia en columna dando 4 (2,48 g, 4,4 mmoles, 84 %). RMN ¥c (CDCl3) 170,41, 137,41, 136,95, 128,34-
127,75, 77,77, 77,60, 74,01, 73,39, 72,17, 71,89, 69,26, 62,47, 61,82, 61,73, 60,50, 60,37,27,57 (d, J=141 Hz),
20,59, 16,27, 16,19; RMN *'P (CDCl3) 27,50; [a]o +37 (¢ 1,0, CHCl3).

C-(6-0O-acetil-2-acetamido-3,4-di-O-bencil-2-desoxi-a-D-manopiranosil)metanofosfonato de dietilo (5). A una
disolucion con agitacion de 4 (2,50 g, 4,45 mmoles) en MeOH (125 ml) se afiadi6 una cantidad catalitica de
NiCl2x6H20 seguido de porciones de NaBH4 (en total 0,34 g, 8,9 mmoles) cada 10 min hasta que no se observé
material de partida en CCF (sistema). Se afiadio Ac;O (3 ml) después de 50 min y la mezcla de reaccion se diluyd
con tolueno, se filtré a través de un tapén de silice y se concentrd. El residuo se purificé por cromatografia en gel de
silice dando 5 (1,95 g, 3,4 mmoles, 76 %). RMN 3c (CDCl3) 170,4, 169,7, 137,3, 137,0 C aromatico restante 128,5-
127,7, 75,3, 72,6, 72,4, 72,1, 72,0, 67,1, 61,91, 61,8, 61,8, 61,3, 61,2, 48,8, 48,6, 28,5 (d, J=142 Hz), 23,0, 20,6,
16,3, 16,2, 16,1; RMN *'P (CDCl3) 29,5.

C-(6-0O-acetil-2-acetamido-3,4-di-O-bencil-2-desoxi-a-D-manopiranosil)metanofosfonato de dimetilo (7). A una
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disolucion de 5 (0,25 g, 0,43 mmoles) en CH2Cl» seco (5 ml) se afiadié bromotrimetilsilano (0,28 ml, 2,2 mmoles, 5
eq) a ta. Después de completarse la adicion, la mezcla se agité a ta durante 1 h. La disolucion se enfri6a 0 °C y se
afiadioé EtsN (1 ml), seguido de la adicion de agua (1 ml). Después de 10 min los disolventes se eliminaron a presion
reducida y el residuo se desald por cromatografia RP (agua-agua/MeOH 1:1). El producto C-(6-O-acetil-2-acetamido-
3,4-di-O-bencil-2-desoxi-a-D-manopiranosil)metanofosfonato (6) se metilé sin mas purificacion. Al producto de la
reaccion descrito anteriormente se afiadieron AcOH (5,5 ml) y ortoacetato de trimetilo (11,5 ml). La mezcla se
calent6 a reflujo durante 30 min y a continuaciéon se concentré. El residuo se purificd por cromatografia en gel de
silice dando 7 (0,20 g, 0,36 mmoles, 84 % durante dos etapas). (La reaccién tuvo que monitorizarse cuidadosamente
y se detuvo exactamente cuando la reaccion se completa, de otro modo el resultado es una mezcla del producto
deseado y el producto en el que el 6-OAc se desprotege.) RMN B¢ (CDCl3) 170,6, 170,0, 137,4, 137,1, C aromatico
restante 129,9-127,4, 75,3, 73,0, 72,5, 72,4, 72,0, 66,7, 61,8, 52,9, 52,8, 52,2, 52,1, 49,0, 48,7, 28,0 (d, J=142 Hz),
23,2, 20,8; RMN *'P (CDCl5) 31,6.

C-(6-O-acetil-2-acetamido-3,4-di-O-bencil-2-desoxi-a-D-manopiranosil)metanofosfonato de metilo (8). A una
disolucion de 7 (1,35 g, 2,46 mmoles) en THF (2 ml) se afiadieron tiofenol (1,0 ml, 9,83 mmoles) y EtsN (2,0 ml, 14,7
mmoles). Después de 48 h la mezcla de reaccion se puso directamente sobre una columna de gel de silice y primero
se eluyé con tolueno y a continuacién con CHCIls/MeOH 9:1 que contenia 1,5 % de TEA dando 8 (1,28 g, 2,01
mmoles, 82 %). RMN 3¢ (CDCIs) 169,5, 169,1, 137,1, 137,1, C aromatico restante, 127,4-126,7, 75,0, 72,6, 72,1,
71,6, 71,2, 62,0, 51,7, 50,6, 50,5, 49,5, 28,6 (d, J=129 Hz), 22,4, 22,3, 19,9; RMN *'P (CDCls) 20,4; [a]o +15 (c 1,0,
CHCl3).

El siguiente esquema se aplica al resto del Ejemplo 1 y Ejemplo 2-6.

AcO NHAe HO NHAc
BnO -Q BnO ’O
BnO ﬁ BnO
P—0OMe
8 | 9 O(CHy),NHZ
OH
RO NHAc il 8s% HO NHQC
BnO' -0 HO g
BnO 0 HO
I i#, iv I
P—OMe E— P—O0-
J 9% s &
i (C1OR=AC NHAc NHAc¢
11R=H
BnO -, HO =
BnO HO
NHAc¢ O(CH,),NHZ O(CHy);NH,
RO 8,i 92% 2 HO NHAc
BnO -0,
)
BnO 0] HO :
i HO 0
P—OR, ﬂ o
(l) NHAc . e
iv o) NHAc
BnO 0 >
100% HO -0,
BnO 0 o
Il HO
P—OR, I
(I) NHAc 16 II’_O-
5 (C12Ri=Ac,R,=Me S NHAc
13R,=H,R,=Me Bu0 e}
iii ( 14R, =R, =H (75%) 520 ‘ HO Q
HO
O(CH,),NHZ

O(CH,),NH,

Clave:, j (5CIPh);P, DIAD, Et;N, THF; if) KOH, MeOH; #ii) PhSH, DBU, CH,CN;
i) Hy, PA/C, HCL.
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6-0O-[metil-C-(6-O-acetil-2-acetamido-3,4-di-O-bencil-2-desoxi-a-D-manopiranosil)metanofosfonato]-2-
acetamido-3,4-di-O-bencil-2-desoxi-a-D-manopiranésido de 2-carboxibencilamidoetilo (10). A una disolucion
de 8 (50 mg, 0,093 mmoles), tris(4-clorofenil)fosfina (38 mg, 0,10 mmoles), 2-acetamido-3,4-di-O-bencil-2-desoxi-a-
D-manopiranésido de 2-carboxibencilamidoetilo (9,42 mg, 0,072 mmoles), EtsN (0,050 ml, 0,36 mmoles) en THF (0,5
ml) se afiadié DIAD (0,021 ml, 10,4 mmoles). Después de 45 min el disolvente se eliminé a presion reducida y el
residuo se purificd por cromatografia en gel de silice (EtOAc seguido de CHCI3/MeOH 9:1) seguido de mas
purificacion sobre una columna de gel LH-20 (CH,Cl2/MeOH 4:1) dando el producto 10 (70,1 mg, 0,064 mmoles, 88
%) como una mezcla diaestereomérica.

Ejemplo 2

6-0O-[metil-C-(2-acetamido-3,4-di-O-bencil-2-desoxi-a-D-manopiranosil)metanofosfonato]-2-acetamido-3,4-di-
O-bencil-2-desoxi-a-D-manopiranésido de 2-carboxibencilamidoetilo (11). A una disolucién de 10 (73 mg, 0,066
mmoles) en MeOH (2 ml) se afiadieron KOH (7,4 mg, 0,13 mmoles) de una disolucion madre de KOH disuelta en
MeOH. Después de 25 min la mezcla de reaccion se diluyé con CHCly, se filtrd a través de un tapon de silice y los
disolventes se eliminaron a presion reducida. El residuo se purificd sobre una columna LH-20 (CH2Cl,/MeOH 4:1)
dando 11 (70 mg 0,066 mmoles, 100 %).

Ejemplo 3

6-0O-[metil-C-(6-O-[metil-C-(6-O-acetil-2-acetamido-3,4-di-O-bencil-2-desoxi-a-D-
manopiranosil)metanofosfonato]-2-acetamido-3,4-di-O-bencil-2-desoxi-a-D-manopiranosil)metanofosfonato]-
2-acetamido-3,4-di-O-bencil-2-desoxi-a-D-manopiranésido de 2-carboxibencilamidoetilo (12). A una disolucion
de 8 (27 mg, 0,051 mmoles), tris(4-clorofenil)fosfina (19 mg, 0,052 mmoles), 11 (38 mg, 0,036 mmoles) y EtsN (0,025
ml, 0,18 mmoles) en THF (0,5 ml) se afiadié DIAD (0,010 ml, 0,052 mmoles). Después de 40 min la mezcla de
reaccion se concentré y se purificé por cromatografia en gel de silice (EtOAc seguido de CHCI3/MeOH 9:1). Los
productos se purificaron adicionalmente sobre una columna LH-20 (CH,Cl,/MeOH 4:1) dando 12 (52 mg, 0,033
mmoles, 92 %).

Ejemplo 4

6-0O-[metil-C-(6-O-[metil-C-(2-acetamido-3,4-di-O-bencil-2-desoxi-a-D-manopiranosil)fosfonato]-2-acetamido-
3,4-di-O-bencil-2-desoxi-a-D-manopiranosil)fosfonato]-2-acetamido-3,4-di-O-bencil-2-desoxi-a-D-
manopiranoésido de 2-carboxibencilamidoetilo (14). A una disolucién de 12 (67 mg, 0,043 mmoles) en MeOH (2
ml) se afiadieron KOH (4,7 mg, 0,085 mmoles, 2 eq) de una disolucion madre de KOH disuelta en MeOH. Después
de 25 min la mezcla de reaccion se diluyé con DCM, se filtr6 a través de un tapén de silice y los disolventes se
eliminaron a presion reducida. El residuo se purificé sobre una columna LH-20 (CH;Cl,/MeOH 4:1) dando 13 (65 mg,
0,042 mmoles, 100 %). A una disolucion de 13 (36 mg, 0,024 mmoles) en acetonitrilo (0,5 ml) se afiadieron tiofenol
(0,096 ml, 0,94 mmoles, 40 eq) y DBU (0,070 ml, 0,47 mmoles, 20 eq). Después de 2,5 h el disolvente se elimind a
presién reducida y el producto se purific6 por cromatografia en gel de silice (tolueno seguido de CHCI3/MeOH
9:14+1,5 % de TEA). Los productos se purificaron adicionalmente sobre una columna LH-20 (MeOH+1,5 % de TEA)
dando 14 (30 mg, 0,018 mmoles, 75 %). RMN *'P (CDCls): 21,2, 22,4.

Ejemplo 5

6-0-[C-(2-acetamido-2-desoxi-a-D-mano-manopiranosil)metanofosfonato]-2-acetamido-2-desoxi-a-D-
manopiranoésido de 2-aminoetilo (15). A una disolucion de 11 (35,1 mg, 0,033 mmoles) en acetonitrilo (0,5 ml) se
afadieron tiofenol (0,066 ml, 0,64 mmoles, 20 equiv.) y DBU (0,048 ml, 0,32 mmoles, 10 equiv.). Después de 2 h el
disolvente se elimind a presion reducida y el producto se purificé por cromatografia en gel de silice (tolueno seguido
de CHCI3/MeOH 20:1+1,5 % de TEA). Los productos se purificaron adicionalmente sobre una columna LH-20
(MeOH 1,5 % de TEA) dando 6-O-[C-(2-acetamido-3,4-di-O-bencil-2-desoxi-a-D-manopiranosil)metanofosfonato]-2-
acetamido-3,4-di-O-bencil-2-desoxi-a-D-manopirandsido de 2-(benciloxicarbonil)aminoetilo (30 mg, 2,63 mmoles, 79
%). RMN "°C (CDsOD) 173,55, 172,57, 158,72, 139,94, 139,66, 139,64, 139,39, 138,24, C aromatico restante
130,36-125,05, 100,26, 78,86, 77,82, 76,03, 75,90, 75,18, 74,60, 74,19, 72,85, 72,27, 72,20, 71,97, 67,36, 67,25,
64,57, 61,09, 54,66, 51,28, 51,16, 50,56, 41,43, 29,94 (d, J=135 Hz), 22,59, 22,43. A una disolucién de este producto
(10 mg) en EtOH (4 ml) se afadié6 HCI en agua (0,1 M, 0,25 ml), seguido de una cantidad catalitica de Pd sobre
carbono. Después de agitar durante la noche bajo a 100 psi de atmdsfera de hidrégeno, la disolucién se neutralizé
con acetato sddico. La mezcla de reaccion se filtré a través de un tapon de gel de silice de fase inversa y la RMN *'P
mostré conversion completa del material de partida en un Unico producto, que se purificé adicionalmente sobre una
columna P2-Biogel dando 15 (100 %) después de la liofilizacion. RMN (D20): *'P 23,1; "°C 22,5, 22,6, 26,7, 28,5,
30,9, 39,5, 47,2, 52,8, 53,1, 53,3, 60,0, 63,6, 63,9, 66,8, 67,8, 69,1, 69,6, 72,0, 72,1, 73,1, 74,5, 99,3, 174,8, 175,4.

Ejemplo 6

6-0-[C-(6-O-[C-(2-acetamido-2-desoxi-a-D-manopiranosil)metanofosfonato]-2-acetamido-2-desoxi-a-D-
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manopiranosil)metanofosfonato]-2-acetamido-2-desoxi-a-D-manopiranésido de 2-aminoetilo (16). A una
disolucion de 14 (12 mg) en EtOH (4 ml) se afiadié HCI en agua (0,1 M, 0,25 ml), seguido de una cantidad catalitica
de Pd sobre carbono. Después de agitar durante la noche bajo a 100 psi de atmésfera de hidrégeno, la disolucion se
neutrallzo con acetato soédico. La mezcla de reaccion se filtré a través de un tapdn de gel de silice de fase inversa y
la RMN *'P mostré conversion completa del material de partida en un Unico producto, que se purificéd adicionalmente
sobre una columna P2-Biogel dando 16 (100 %). RMN (D20): *'P 22,72, 22,75; C 22,5, 22,7, 23,9, 26,9, 28,7, 30,9,
39,5, 47,1, 52,8, 53,2, 53,3, 60,9, 63,6, 64,0, 66,9, 67,3, 67,8, 69,2, 69,5, 69,7, 72,1, 72,2, 73,2, 74,2, 74,5, 99,4,
174,8, 175,4.

Ejemplo 7a
AcO N, AcO N, TBDMSO N;
-0 EtSH -0 1. NaOMe, MeOH
AcO AcO AcO
AcO BF;-ieterato AcO 2. TBDMSCL, pyr AcO
CH2C12 3. AC20
21 OAc 22 (68%) SEt 23 (99%) SEt

3,4,6-tri-O-acetil-2-azido-2-desoxi-1-tio-a-D-manopiranésido de etilo (22). A una disoluciéon de 1,3,4,6-tetra-O-
acetil-2-azido-2-desoxi-D-manopiranosido (21) (5,04 g, 13,5 mmoles) en CH.Cl, (60 ml) se afiadié EtSH (1,6 ml, 21,6
mmoles) y EM (4A). La mezcla se agité bajo argén a ta durante 30 min. Entonces se afiadié BFs-eterato (4,8 ml, 38,1
mmoles) disuelto en CH,Cl, (10 ml) durante 1 h. Después de 7 h la mezcla se diluyé con CHxCl,, se lavo con
NaHCO3; saturado, se f||tro (silice) y se concentré. Cromatografia (1:0— 1:1 de tolueno-EtOAc) dio 22 (3,46 g, 9,22
mmoles, 68 %); RMN °C & 14,8 (SCH,CHj), 20,6, 20,7, 20,8 (CH3CO), 25,6 (SCH.CHs), 62,3, 62,9, 66,2, 69,0, 71,4
(C-2-6), 82,5 (C-1), 169,6, 170,0, 170,7 (CH3CO).

3,4-di-O-acetil-2-azido-6-O-(terc-butildimetilsilil)-2-desoxi-1-tio-a-D-manopiranésido de etilo (23). A una
disolucion de 22 (3,71 g, 9,88 mmoles) en MeOH (30 ml) se afiadi6 NaOMe (1 M). La mezcla se neutralizé con
AcOH después de 1 h y se concentré. El residuo seco se disolvié en piridina (15 ml) y se afiadio cloruro de ferc-
butildimetilsililo (1,94 g, 12,87 mmoles). La mezcla de reaccion se agité a ta durante la noche. La acetilacion con
anhidrido acético, dilucion con tolueno, filtraciéon (silice), concentracion y purificacion por cromatografia (1:0— 1:1 de
tolueno-EtOAc) dio 23 (4,357 g, 9,73 mmoles, 99 %); [a]o +109° (¢ 1,0, CHCIl3); RMN "°C & -5,33, -5,28 (CH3Si), 14,7
(SCH2CH3), 18,4 ((CH3)3CSi), 20,7, 20,9 (CHsCO) 25,0 (SCH.CH3), 25,9 ((CH3)3CSi), 62,6, 62,9, 67,0, 71,7, 71,9 (C-
2-6), 81,5 (C-1), 169,7,170,1 (CHsCO); RMN "H & 0,05 (s, 3H), 0,05 (s, 3H), 0,90 (s, 9H), 1,30 (t, 3H), 2,05 (s, 3H),
2,10 (s, 3H), 2,55-2,75 (m, 2H), 3,60-3,75 (m, 2H), 4,10 (m, 1H), 4,15-4,20 (m, 1H), 5,20-5,25 (m, 1H), 5,30-5,35 (m,
1H); HR-EM calcd para C1gH33N3NaOgSSi [M+Na]* 470,1757, hallada 470,1750.
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TBDMSO Ngo
AcO ~
AcO
23 SEt
NIS, AgOTf
NIS, AgOTf HOCH,CH,NHZ, CH,Cl,
CH2C12 hiamedo
TBDMSO N30
AcO
24 (86%) (
N~ NHZ
PCl;, imidazol TREAT-HF, THF
Et;N, MeCN
Y
TBDMSO N HO Nﬁ o
AcO O AcO
AcO
AcO % . c
27 (97%) o—f|>—o HNEt, 25 (97%) O\/\NHZ
l H 1
1. Piv-Cl, pyr
2.1y, pyr/HO
RO Nj
0
AcO
AcO 0
oo~ o+
0 N,
-0
AcO
AcO

28R=TBDMS (96%) O _~
TREAT-HF, THF 59 — 1 (91%) NHZ

3,4-di-O-acetil-2-azido-6-O-(terc-butildimetilsilil)-2-desoxi-a-D-manopiranésido (26). Se afiadié NIS (394 mg,
1,75 mmoles) y AgOTf (cat) a una disolucién de 23 (653 mg, 1,46 mmoles) en CH,Cl, humedo (10 ml). La mezcla de
reaccion se agité a -20 °C durante 30 min. Se afiadié CHCl; y la mezcla se lavo con NazS;03 (10 %), se filtro (silice)
y se concentré. El residuo se purificd por cromatografia (1:0— 1:1 de tolueno-EtOAc) dando 26 (487 mg, 1,21
mmoles, 82 %); RMN "°C 6 -5,29, -5,22 (CH5Si), 18,6 ((CH3)3CSi), 20,7, 20,9 (CH3CO), 26,0 ((CH3)sCSi), 62,1, 63,2,
66,9 71,0, 71,6 (C-2-6), 92,7 (C-1), 169,8, 170,3 (CH3CO); RMN 'H & 0,05 (s, 3H), 0,06 (s, 3H), 0,89 (s, 9H), 2,03 (s,
3H), 2,08 (s, 3H), 3,65-3,70 (m, 2H), 4,00-4,02 (m, 2H), 5,19-5,23 (m, 2H), 5,42-5,47 (m, 1H).
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Hidrogenofosfonato de 3,4-di-O-acetil-2-azido-6-O-(terc-butildimetilsilil)-2-desoxi-a-D-manopiranosilo, sal de
trietilamonio (27). Se agit6 una mezcla de imidazol (915 mg, 13,45 mmoles), PCls (335 pl, 3,84 mmoles) y EtsN (2,0
ml, 14,35 mmoles) en MeCN (25 ml) a 0 °C durante 30 min. Se afiadié una disolucién del compuesto 26 (388 mg,
0,96 mmoles) en MeCN (25 ml) durante 30 min a 0 °C. La mezcla de reaccion se agitdé entonces a ta durante 10 min,
se extinguié con TEAB (0,5 M) y se concentrd. El residuo se diluyé (CHCIs), se lavd con TEAB (0,5M), se filtré
(algodén) y se concentré. Cromatografia (1:0— 10:1 de CHCI3-MeOH+1,0 % de EtsN) del residuo dio 27 (499 mg,
0,93 mmoles, 97 %); [a]o +67° (¢ 1,0, CHCl3); RMN °C & -5,43, (CH3Si), 8,98, 18,3 ((CH3)3CSi), 20,6, 20,8 (CH3CO),
25,8 ((CH3)sCSi), 45,7, 62,4, 62,5, 66,5, 71,1, 72,1 (C-2-6), 93,1 (C-1), 169,4, 170,0 (CH3CO); RMN "H & -0,06 (s,
3H), -0,05 (s, 3H), 0,79 (s, 9H), 1,94 (s, 3H), 1,99 (s, 3H), 3,59-3,63 (m, 2H), 3,93-4,00 (m, 2H), 5,21-5,28 (m, 1H),
5,37-5,41 (m, 1H), 5,51-5,50 (m, 1H); RMN *'P & 0,28; HR-EM calcd para CisH29N300PSi [M]466,1411, hallada
466,1400.

Ejemplo 7b

3,4-Di-O-acetil-2-azido-6-O-(terc-butildimetilsilil)-2-desoxi-a-D-manopiranésido d e 2-
(benciloxicarbonil)aminoetilo (24). Se disolvié el compuesto 23 (527 g, 1,18 mmoles) en CH2Cl> (10 ml) que
contenia EM (4A). Se afiadié N-(2-hidroxietil)carbamato de bencilo (300 mg, 1,54 mmoles) y la mezcla se agit6 bajo
argon a -20 °C durante 30 min antes de afiadir NIS (345 mg, 1,53 mmoles) y AgOTf (cat). Después de 30 min la
mezcla de reaccion se neutralizé con EtsN, se diluyé con CHCly, se lavo con Na2S203 (10 %), se filtro (silice) y se
concentrd. La cromatografia (1:0— 1:1 de tolueno-EtOAc) dio 24 (595 mg, 1,02 mmoles, 86 %); [a]p +46° (c 1,0,
CHCl3); RMN ®C & -5,38, -5,34 (CH3Si), 18,4 ((CH3):CSi), 20,6, 20,8 (CHsCO), 25,9 ((CHs)sCSi), 40,7
(HOCH,CH2NH), 61,6, 62,6, 66,6, 66,9, 67,6, 71,3, 71,8 (C-2-6, PhCH.0O, OCH.CH:N), 98,0 (C-1), 128,2, 128,3,
128,6, 136,5 (C aromatico), 156,4 (NHCOOCH), 169,6, 170,1 (CHsCO); RMN "H & 0,03 (s, 3H), 0,04 (s, 3H), 0,89
(s, 9H), 2,03 (s, 3H), 2,09 (s, 3H), 2,35 (s, 1H) 3,32 -3,40 (m, 1H), 3,44-3,52 (m, 1H), 3,58-3,66 (m, 3H), 3,72-3,80
(m, 2H), 3,98-4,00 (m, 1H), 5,11 (s, 2H), 5,18-5,23 (m, 1H), 5,32-5,36 (m, 1H), 7,16-7,36 (m, 5H).

3,4-Di-O-acetil-2-azido-2-desoxi-o-D-manopiranésido de 2-(benciloxicarbonil)aminoetilo (25). A una disolucion
del compuesto 24 (575 mg, 0,99 mmoles) en THF (5 ml) se afiadi6 TREAT-HF (0,81 ml, 4,97 mmoles). La mezcla se
agité bajo argdn a ta durante la noche. La concentracion y cromatografia (2:1— 0:1 de tolueno-EtOAc) dio 25 (448
mg, 0,96 mmoles, 97 %); [alo +60° (c 1,0, CHCl3); RMN °C & 20,7, 20,8 (CH3CO), 40,7 (HOCH2CH2NH), 61,4, 61,6,
66,4, 67,0, 67,5, 70,9, 71,0 (C-2-6, PhCH.O, OCH>CH2N), 98,2 (C-1), 128,3, 128,3, 128,7, 136,5 (C aromatico),
156,5 (NHCOOBN), 170,1, 170,5 (CH3CO); RMN 'H 6 2,04 (s, 3H), 2,1 (s, 3H), 3,32-3,46 (m, 2H), 3,54-3,60 (m, 2H
3,62-3,78 (m, 3H), 4,02-4,04 (m, 1H), 5,06-5,18 (m, 3H), 5,22-5,28 (m. 1H), 5,36-5,40 (m, 1H), 7,28-7,38 (m, 5H
HR-EM calcd para CxoH2sNsNaOg[M+Na]™ 489,1597, hallada 489,1574.

),
).

)

Ejemplo 7c

Sal de trietilamonio de (3,4-di-O-acetil-2-azido-6-O-(terc-butildimetilsilil)-2-desoxi-a-D-manopiranosilfosfato)-
(1—6)-(2-(benciloxicarbonil)aminoetil-3,4-di-O-acetil-2-azido-2-desoxi-a-D-manopiranésido) (28). Una mezcla
de 25 (325 mg, 0,60 mmoles) y 27 (217 mg, 0,47 mmoles) se disolvid en piridina (3 ml). Se afadié cloruro de
pivaloilo (144 pl, 1,18 mmoles) y la mezcla se agité bajo argén a ta durante 1 h. La mezcla de reaccion se enfrio a -
40 °C y se afiadié una disolucion de |, (143 mg, 0,56 mmoles) en piridina-H20 (3 ml 49:1). La oxidacion se completd
a 0 °C y la mezcla se diluy6é con CHCIs, se lavo con NaxS203 (10 %) y TEAB frio (0,5 M). La filtracion (algodén),
concentracion y cromatografia 51 :0— 10:1 de CHCI3-MeOH+0,5 % de EtsN) dio 28 (469 mg, 0,45 mmoles, 96 %);
[alo +52° (¢ 1,0, CHCl3); RMN '°C & -5,48, -5,38 (CH3Si), 9,27,18,4 ((CH3)3CSi), 20,6, 20,7, 20,8, 20,8 (CH3CO), 25,9
((CH3)3CSi), 40,7 (HOCH,CH2NH), 45,8, 61,7, 62,2, 64,5, 66,3, 66,6, 66,7, 67,3, 69,8, 69,9, 71,2, 71,3, 71,8 (C-2-6,
26, PhCH0, OCH,CH2N) 94,1, 97,9 (C-1, -1'), 128,1, 128,2, 128,6, 136,8 (C aromatico), 156,7 (NHCOOBN),
169,3, 169,7,170,0,170,1 (CH3CO); RMN "H 5 0,00 (s, 3H), 0,02 (s, 3H), 0,88 (s, 9H), 1,98 (s, 3H), 2,00 (s, 3H), 2,06
(s, 3H), 2,08 (s, 3H), 3,30-3,38 (m, 1H), 3,42-3,52 (m, 1H), 3,56-3,64 (m, 1H), 3,66-3,68 (m, 2H), 3,74-3,80 (m, 1H),
3,90-4,04 (m, 5H), 4,12-4,14 (m, 1H), 5,1 (s, 2H2, 2,16-2,22 (m, 1H), 5,29 (m, 1H), 5,32-5,47 (m, 3H), 5,51-5,54 (m,

1H), 5,63-5,68 (m, 1H), 7,28-7,38 (m, 5H); RMN °'P & -3,61.
Ejemplo 7d
Sal de trietilamonio de (3,4-di-O-acetil-2-azido-2-desoxi-a-D-manopiranosilfosfato)-(1—6)-(2-

(benciloxicarbonil)aminoetil-3,4-di-O-acetil-2-azido-2-desoxi-a-D-manopiranésido) (29). Se disolvid el
compuesto 28 (472 mg, 0,46 mmoles) en THF (10 ml) y se afiadid6 TREAT-HF (372 pl, 2,28 mmoles). La mezcla se
agito a ta durante 24 h, seguido de concentracion y purificacion sobre gel de silice (1:0— 5:1 de CHCI3-MeOH+0,5 %
de Et3N) dando 29 (390 mg, 0,42 mmoles, 91 %); [a]o +34° (c 1,0, CHCI3); RMN Bc s 10,6, 20,6, 20,8, 20,8,
(CH3CO), 40,7 (HOCH.CH2NH), 46,1, 61,5, 61,7, 62,2, 62,3, 64,6, 66,6, 66,6, 66,8, 67,4, 69,9, 70,0, 70,9, 71,2, 71,9,
(C-2-6, 2-6, PhCH,O, OCH,CH:N), 94,0, 98,0 (C-1, -1, 128,1, 128,2, 128,6, 136,6 (C aromatico), 156,6
(NHCOOBN), 169,9,170,3 (CH3CO); RMN *'P & -3,51; HR-EM calcd para CsoH39N7O1sP [M]” 816,2089, hallada
816,2078.

Los siguientes esquemas se aplican a los Ejemplos 8-12.
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Ejemplo 7

Sal de bis-trietilamonio de (3,4-di-O-acetil-2-azido-6-O-(terc-butildimetilsilil)-2-desoxi-a-D-
manopiranosilfosfato)-(1—6)-(3,4-di-O-acetil-2-azido-2-desoxi-a-manopiranosilfosfato)-(1—6)-(2-
(Benciloxicarbonil)aminoetil-3,4-di-O-acetil-2-azido-2-desoxi-a-D-manopirandsido) (30). A una mezcla de 27
(273 mg, 0,51 mmoles) y 29 (357 mg, 0,39 mmoles) en piridina (3 ml) se afiadié cloruro de pivaloilo (119 ul, 0,97
mmoles). Después de 2 h la mezcla se enfrié a -40 °C y se afiadié una disolucion de Iz (119 mg, 0,47 mmoles) en
piridina-H20 (3 ml 49:1). La mezcla se diluy6é con CHCI3; cuando la temperatura alcanzé -10 °C. La extraccion con
NazS203 (10 %), TEAB frio (0,5 M), filtracion (algodon) y cromatografia (1:0— 5:1 de CHCI3-MeOH+0,5 % de EtsN)
dio 30 (351 mg, 0,24 mmoles, 62 %); [a]o +68° (c 1,0, CHCI3); RMN *C & -5,53, -5,42 (CHsSi), 10,1, 18,3
((CHs)sCSi), 20,5, 20,6, 20,6, 20,8 (CH3CO), 25,9 ((CH3)3CSi), 40,6 (HOCH2CH2NH), 45,9, 61,7, 62,1, 62,3, 64,2,
66,2, 66,4, 66,5, 67,1, 69,7, 70,4, 71,0, 71,2, 71,4, 71,6, 77,4 (C-2-6, 2-6', 2"-6", PhCH,O, OCH,CH:N), 93,8, 94,0,
97,8 (C-1, -1', -1"), 128,0, 128,2, 128,5, 136,9 (C aromatico), 156,8 (NHCOOBn), 169,3, 169,6, 169,7, 169,8, 169,9,
170,0 (CH3CO); RMN H 5 -0,05 (s, 3H), -0,03 (s, 3H), 0,80 (s, 9H), 1,90-2,00 (m, 18H), 3,23- 3,31 (m, 1H), 3,36-3,45
(m, 1H), 3,50-3,64 (m, 4H), 3,69-3,76 (m, 1H), 3,79-3,97 (m, 7H), 4,02-4,15 (m, 3H), 5,00-5,06 (m, 2H), 5,12-5,21 (m,
2H), 5,24-5,31 (m, 1H), 5,33-5,37 (m, 2H), 5,38-5,45 (m, 3H), 6,04-6,10 (m, 1H), 7,18-7,30 (m, 5H); RMN *'P 5-3,89,
-3,56; HR-EM calcd para CassHesN10NaO27P-Si [M+Na] 1303,3241, hallada 1303,3197.

Ejemplo 8

Sal de bis-trietilamonio de (2-acetamido-3,4-di-O-acetil-6-O-(terc-butildimetilsilil)-2-desoxi-a-D-
manopiranosilfosfato)-(1—6)-(2-acetamido-3,4-di-O-acetil-2-desoxi-a-D-manopiranosilfosfato)-(1—6)-(2-
(benciloxicarbonil)aminoetil-2-acetamido-3,4-di-O-acetil-2-desoxi-a-D-manopirandsido) (31). Se disolvidé el
compuesto 30 (83 mg, 0,056 mmoles) en MeOH (3 ml) y se afiadid NiCly(H20)s (cat). la reduccion se realizé
afiadiendo NaBH4 en pequefias cantidades durante un periodo de 1 h a 0 °C. A continuacion, la mezcla se sometié a
anhidrido acético, seguido de dilucién (MeOH) y concentracion. El residuo se purificé sobre gel de silice (1:0— 5:1
de CHCI3-MeOH+0,5 % de Et3N) y sobre gel de LH-20 (MeOH+1,5 % de Et3sN) dando el compuesto 31 (76 mg, 0,050
mmoles, 89 %); [alo +63° (¢ 1,0, CHCI3); RMN °C & -5,44, -5,38 (CH3Si), 8,46,18,4 ((CH3)3CSi), 20,9, 21,0, 21,0,
21,1, 23,0, 23,0, 23,0, 23,3, 23,9 (CH3CO, CH3CONH), 26,0 ((CH3)sCS:i), 40,8 (HOCH,CH,NH), 46,1, 50,1, 50,4, 50,7
(C-2, -2, -2"), 59,1, 61,6, 64,5, 65,0, 65,7, 65,9, 66,7, 67,1, 70,0, 70,2, 70,3, 71,3, 77,4 (C-3-6, 3-6', 3"-6", PhCH-0,
OCH2CH:N), 94,9, 95,1, 99,1 (C-1, -1', -1"), 128,0, 128,1, 128,6, 136,8 (C aromatico), 156,6 (NHCOOBnN), 169,5,
169,6, 170,0, 170,5, 170,6, 170,8, 171,3 (CH3CO, CH3CONH); RMN *'P & -3,75, -3,39; HR-EM calcd para
Cs2H79N4O30P2Si [M+H] 1329,4024, hallada 1329,3984.

Ejemplo 9

Sal de bis-trietilamonio de 2-aminoetil-(2-acetamido-3,4-di-O-acetil-6-O-(terc-butildimetilsilil)-2-desoxi-a-D-
manopiranosil fosfato)-(1—6)-(2-acetamido-3,4-di-O-acetil-2-desoxi-a-D-manopiranosil fosfato)-(1—6)-(2-
acetamido-3,4-di-O-acetil-2-desoxi-a-D-manopiranésido) (32). A una disolucion del compuesto 31 (37 mg, 0,024
mmoles) en MeOH (1,5 ml) se afiadio la resina Amberlite IR -45(OH) (40 mg) y paladio sobre carbono activo. La
mezcla se hidrogenolisé a 100 psi durante la noche, se diluyé (MeOH), se centrifugé y se concentré. La purificacion
sobre %el de fase inversa (1:0— 0:1 de H.O-MeOH) dio 32 (28 mg, 0,020 mmoles, 83 %); [a]p +60° (c 1,0, MeOH);
RMN “C (D20) & -5,9, -5,4 (CHsSi), 8,89, 18,7 ((CHz3)3CSi), 20,9, 21,0, 22,4, 22,5 (CH3CO, CH3;CONH), 26,0
((CH3)3CSi), 39,7 (HOCH.CH2NH), 47,3, 50,6, 51,4 (C-2, -2', -2"), 62,4, 64,4, 64,7, 64,9, 65,9, 66,2, 66,6, 70,1, 70,8,
71,0, 71,2, 71,5 (C-3-6, 3-6', 3"-6", OCHzCHzNg, 95,4, 95,5, 99,1 (C-1, -1, -1"), 173,1, 173,3, 173,5, 173,6, 173,8,
174,9, 175,1, 175,2 (CH3CO, CH3CONH); RMN *'P (D,0) & -3,04, -2,87; HR-EM calcd para CasH7aN4O2sP2Si [M+H]
1195,3656, hallada 1195,3567.

Ejemplo 10

Sal de bis-trietilamonio de 2-aminoetil-(2-acetamido-3,4-di-O-acetil-2-desoxi-a-D-manopiranosilfosfato)-
(1—6)-(2-acetamido-3,4-di-O-acetil-2-desoxi-a-D-manopiranosil fosfato)-(1—6)-(2-acetamido-3,4-di-O-acetil-2-
desoxi-a-D-manopiranésido) (33). Una disolucion de TREAT-HF (17 pl, 0,170 mmoles) en THF (1,5 ml) se traté con
EtsN (17 pl, 0,12 mmoles). Esta disolucién se afiadié al compuesto 32 (28 mg, 0,020 mmoles). Después de 30
minutos de agitacion a ta la mezcla se concentré y se purificd sobre gel de fase inversa (1:0— 0:1 de H,O-MeOH)
que dio 33 (22 mg, 0,017 mmoles, 85 %); [alo +45° (¢ 1,0, MeOH); RMN e (D20) 6 8,87, 20,9, 20,9, 22,3, 22,4
(CH3CO,CH3CONH), 39,6 (HOCH2CH2NH), 47,3, 50,6, 51,3, 51,4 (C-2, -2', -2"), 60,2, 64,3, 64,5, 64,9, 66,2, 66,4,
69,9, 70,0, 70,5, 70,5, 70,7, 70,8, 71,0, 71,6 (C-3-6, 3-6', 3"-6", OCH2CH2N), 95,3, 95,3, 99,5 (C-1, -1/, -1"), 173,3,
173,3, 173,6, 173,7, 173,8, 175,0, 175,1, 175,3 (CH3CO, CH3CONH); RMN 'H & (D;0) 2,03 (s, 3H), 2,08 (s,3H), 2,09
(s, 3H), 2,14 (s, 3H), 2,14 (s, 3H), 2,18 (s, 3H), 2,24 (s, 3H), 2,24 (s, 3H), 2,24 (s, 3H), 3,28-3,36 (m, 2H), 3,68-3,84
(m, 3H), 4,00-4,18 (m, 5H), 4,27-4,33 (m, 1H), 4,57-4,64 (m, 2H), 5,22-5,30 (m, 1H), 5,31-5,37 (m, 2H), 5,44-5,49 (m,
1H); RMN *'P (D,0) & -3,02, -2,95; HR-EM calcd para CagHssNsNaO2sP2 [M+Na] 1103,261, hallada 1103,2642.

Ejemplo 11
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Sal de bis-trietilamonio de 2-aminoetil-(2-acetamido-2-desoxi-a-D-manopiranosilfosfato)-(1—6)-(2-acetamido-
2-desoxi-a-D-manopiranosil fosfato)-(1—6)-(2-acetamido-2-desoxi-a-D-manopiranésido) (34). El compuesto 33
(22 mg, 0,017 mmoles) se disolvio en MeOH (1 ml) y se afiadi6 NaOMe (1M). La mezcla se concentré después de
30 min y el residuo se purificé sobre gel de fase inversa (H.O— MeOH). Las fracciones que contienen el producto se
liofilizaron dando 34 (14 mg, 0,016 mmoles, 94 %); [a]o +12,4° (c 0,5, MeOH); RMN e (D20) 6 22,6 (CH3CONH),
40,1 (HOCH2CH2NH), 53,1, 53,8, 53,9 (C-2, -2', -2"), 60,8, 65,3, 66,6, 67,0, 69,1, 69,3, 69,5, 72,2, 73,0, 74,1 (C-3-6,
3'-6', 3"-6", OCH,CH:N), 95,8, 95,8, 99,6 (C-1, -1', -1"), 175,5, 175, 5, 175,6 (CH;CONH); RMN *'P (D,0) & -2,36, -
2,22; HR-EM calcd para CogHazN4O22P, [M+H] 829,2157, hallada 829,2064.

Ejemplo 13a
1 (BnO)ZP(O)O N3
R'O N3 A -0

3 0 imi c

- TREAT-HF AcO PCl;, imidazol > AcO o
THF AcO Et;N, MeCN | 1 -
b 38 (92%) O—P—O HNEt,
35 R'=H, R?= SEt (75%) 1!1 '
gse R!=(Bn0),P(0)0, R%= SEt (67%)

37 R'=(BnO),P(0)0, R?>= OH (79%)

3,4-Di-O-acetil-2-azido-2-desoxi-1-tio-a-D-manopiranésido de etilo (35). Al compuesto 23 (305 mg, 0,68 mmoles)
disuelto en THF (6 ml) se afiadié6 TREAT-HF (0,55 ml, 3,38 mmoles). La mezcla se agité a ta durante la noche. La
concentracién y cromatografia (10:1— 0:1 de tolueno-EtOAc) dio 35 (171 mg, 0,51 mmoles, 75 %); RMN "°C & 14,7
(SCH2CHs3), 20,6, 20,8 (CH3CO), 25,4 (SCH.CH3), 61,3, 63,0, 66,6, 71,1, 71,3 (C-2-6), 82,2 (C-1), 170,0, 170,6
(CH3CO); RMN "H 51,26-1,30 (t, 3H), 2,05 (s, 3H), 2,08 (s, 3H), 2,32 (s, 1H), 2,56-2,68 (m, 2H), 3,58-3,67 (m, 2H),
4,09-4,14 (m, 2H), 5,24-5,35 (m, 3H).

Ejemplo 13b

3,4-di-O-acetil-2-azido-2-desoxi-6-O-dibencilfosfato-1-tio-a-D-manopirandsido de etilo (36). Al compuesto 35
(171 mg, 0,51 mmoles) disuelto en CH.Cl, (10 ml) se afiadié tetrazol (125 mg, 1,78 mmoles)y N,N-
diisopropilfosforamidato (264 pl, 0,76 mmoles). La mezcla de reaccion se agité durante 30 min a ta. Se ahadié m-
CPBA (176 mg, 1,02 mmoles) a 0 °C y la agitacion continué durante 30 min. La mezcla se diluyé (CH2Cl,), se lavo
con NazS>03 (10 %) y NaHCO:s. La filtracion (Na2SO4), concentracion y cromatografia (10:1— 2:1 de tolueno-EtOAc)
dio 36 (200 mg, 0,34 mmoles, 67 %); [alo +92° (c 1,0, CHCI3); RMN °C & 14,6 (SCH2CHs), 20,5, 20,6 (CHsCO), 25,3
(SCH2CHs3), 62,9, 65,7, 66,1, 69,4, 69,4, 69,5, 71,4, (C-2-6, PhCH20), 82,0 (C-1), 127,9, 128,0, 128,5, 128,5, 128,6,
128,6, 128,7, 135,8, 135,9 (C aromatico), 169,5, 169,9 (CHsCO); RMN ps -1,36; HR-EM calcd para
C26H32N3NaOgPS [M+Na]* 616,1495, hallada 616,1487.

Ejemplo 13c

3,4-di-O-acetil-2-azido-2-desoxi-6-O-dibencilfosfato-a-D-manopiranoésido (37). Se disolvié el compuesto 36 (281
mg, 0,47 mmoles) en CH,Cl, himedo (10 ml) y se enfrié a -20 °C. Se afiadié NIS (137 mg, 0,61 mmoles) y AgOTf
(cat) y la mezcla se agité durante 30 min a -20 °C. La mezcla se diluy6 (CH2Cl.), se lavé con NaxS203 (10 %), se filtrd
gNaZSO4) y se concentro. La cromatografia (2:1— 0:1 de tolueno-EtOAc) dio 17 (201 mg, 0,37 mmoles, 79 %); RMN
%C 520,7, 20,7, 62,5, 66,2, 66,3, 66,4, 68,6, 68,7, 69,6, 69,7, 69,8, 69,8, 71,0 (C-2-6, PhCH20), 92,5 (C-1), 128,0,
128,1, 128,3, 128,6, 128,7, 128,7, 135,6, 135,7 (C aromatico), 169,8, 170,1 (CHsCO); RMN *'P & -1,87.

Ejemplo 13d

3,4-Di-O-acetil-2-azido-2-desoxi-6-O-dibencilfosfato-a-D-manopiranosil-hidrogenofosfonato, sal de
trietilamonio (38). Una mezcla de imidazol (349 mg, 5,13 mmoles), PCls (128 pl, 1,47 mmoles) y EtsN (765 ul, 5,49
mmoles) en MeCN (10 ml) se agité a 0 °C durante 30 min. Se afiadié una disolucién del compuesto 37 (201 mg, 0,37
mmoles) en MeCN (10 ml) durante 30 min a 0 °C. A continuacion, la mezcla de reaccion se agité a ta durante 10
min, se extinguié con TEAB (0,5 M) y se concentré. El residuo se diluyd (CHCIs), se lavé con TEAB (0,5 M), se filtro
(algodon) y se concentrd. La cromatografia (1:0— 10:1 de CHCI3-MeOH+1,0 % de EtsN) del residuo dio 38 (243 mg,
0,34 mmoles, 92 %); [alo +55° (¢ 1,0, CHCI3); RMN "*C & 9,34, 20,6, 20,7 (CHsCO), 45,9, 62,4, 62,5, 65,6, 65,7,
69,4, 69,5, 69,9, 70,0, 70,9 (C-2-6, PhCH20), 93,0 (C-1), 128,0, 128,0, 128,1, 128,5, 128,5, 128,6, 1358 (C
aromatico), 169,5, 169,9 (CHszCO); RMN 1p &5 -1 ,32, 0,29; HR-EM calcd para Cz4H2sN3012P2 [M]” 612,1148, hallada
612,1129.

El siguiente esquema se aplica a los Ejemplos 13e y 14-17.
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Ejemplo 13e

Sal de bis-trietilamonio de (3,4-di-O-acetil-2-azido-2-desoxi-6-O-dibencilfosfato-a-D-manopiranosilfosfato) de
2-(benciloxicarbonil)aminoetilo-(1—6)-(3,4-di-O-acetil-2-azido-2-desoxi-a-D-manopiranosilfosfato)-(1—6)-(3,4-
di-O-acetil-2-azido-2-desoxi-a-D-manopirandsido) (39). Se disolvié una mezcla de 38 (96 mg, 0,13 mmoles) y 29
(103 mg, 0,11 mmoles) en piridina (3 ml). Se anadio cloruro de pivaloilo (34 pl, 0,28 mmoles) y la mezcla se agité
bajo argén a ta durante 2 h. La mezcla se enfrié a -40 °C y se afiadio una disolucién de I, (34 mg, 0,13 mmoles) en
piridina-H20 (3 ml 49:1). La oxidacion se completé a -10 °C y la mezcla se diluyé con CHCls, se lavé con Na»S;03
(10 %) y TEAB frio (0,5 M). La filtracion (algodén), concentracion y cromatografia (1:0— 5:1 de CHCIl3-MeOH+0,5 %
de EtzN) dio 39 (106 mg, 0,065 mmoles, 59 %); [a]o+80° (c 1,0, CHCI3); RMN C & 10,2, 20,6, 20,7, 20,8 (CH3CO),
40,6 (HOCH2CH2NH), 45,9, 57,9, 61,7, 62,3, 64,4, 65,5, 65,7, 66,1, 66,5, 66,6, 67,2, 69,4, 69,5, 70,3, 71,0, 71,4 (C-
2-6, 2-6', 2"-6", PhCH.O, OCH,CH2N), 93,9, 94,0, 97,8 (C-1, -1', -1"), 128,0, 128,1, 128,2, 128,5, 128,6, 136,0, 136,9
(C aromatico), 156,8 (NHCOOBN), 169,6, 169,7, 169,8, 169,9 (CH:CO); RMN *'P 5 -4,13, -3,58, -1,52.

Ejemplo 12

Sal de  Dbis-trietilamonio de  (2-acetamido-3,4-di-O-acetil-2-azido-2-desoxi-6-O-dibencilfosfato-a-D-
manopiranosilfosfato) d e 2-(benciloxicarbonil)aminoetilo-(1—6)-(2-acetamido-3,4-di-O-acetil-2-azido-2-
desoxi-o-D-manopiranosil fosfato)-(1—6)-(2-acetamido-3,4-di-O-acetil-2-azido-2-desoxi-a-D-manopiranésido)
(40). Se disolvio el compuesto 39 (76 mg, 0,047 mmoles) en MeOH (3 ml) y se afiadié NiCly(H20)s (cat). La
reduccioén se realizé afladiendo NaBHs en pequefias cantidades durante un periodo de 30 mina 0 °C. A
continuacion, la mezcla se sometié a anhidrido acético seguido de dilucion (MeOH) y concentracion. El residuo se
purificé sobre gel de silice (1:0— 5:1 de CHCI>-MeOH+0,5 % de EtsN) y sobre gel LH-20 (MeOH+1,5 % de EtsN),
dando el compuesto 40 (50 mg, 0,030 mmoles, 64 %); RMN e (D20) 6 8,89, 20,7, 20,8, 22,4 (CH3CO, CH3CONH),
40,7 (HOCH,CH2NH), 47,3, 50,7, 51,4 (C-2, -2', -2"), 64,5, 65,9, 66,1, 66,5, 66,6, 67,2, 67,3, 69,7, 69,8, 70,5, 70,8,
70,9, 71,1 (C-3-6, 3-6', 3"-6", PhCH.O, OCH,CH:N), 95,2, 95,3, 98,8 (C-1, -1', -1"), 128,2, 128,9, 129,0, 129,3,
129,5, 129,7, 135,7, 135,8, 137,1 (C aromatico), 158,7 (NHCOOBN), 172,8, 172,9, 173,2, 173,3, 173,4, 173,4, 174,8,
174,9, 175,0 (CHsCO, CH3CONH); RMN *'P (D20) 6 -3,05, -2,75, -1,20.

Ejemplo 13

Sal de ftris-trietilamonio de 2-aminoetil-(2-acetamido-3,4-di-O-acetil-2-azido-2-desoxi-6-O-fosfato-a-D-
manopiranosilfosfato)-(1—6)-(2-acetamido-3,4-di-O-acetil-2-azido-2-desoxi-a-D-manopiranosilfosfato)-(1—6)-
(2-acetamido-3,4-di-O-acetil-2-azido-2-desoxi-a-D-manopiranosido) (41). A una disolucion del compuesto 40 (46
mg, 0,027 mmoles) en MeOH (2 ml) se afiadié la resina Amberlite IR -45(0OH") (46 mg) y paladio sobre carbono
activo. La mezcla se hidrogenolisé a 100 psi durante la noche, se diluyé (MeOH), se centrifugd y se concentro. La
purificacion sobre gel de fase inversa (1:0— 0:1 de H,O-MeOH) dio 41 (34 mg, 0,023 mmoles, 85 %); [alp +43° (c
1,0, MeOH); RMN "°C (D;0) & 8,89, 20,9, 20,9, 22,4, 22,4 (CH3CO,CH3;CONH), 39,6, (HOCH,CH;NH), 47,3, 50,6,
51,3, 51,4 (C-2, -2, -2"), 63,6, 64,4, 64,8, 66,1, 66,2, 66,4, 69,9, 70,0, 70,6, 70,7, 71,0 (C-3-6, 3-6' 3"-6",
OCH.CH:N), 95,3, 95,4, 99,1 (C-1, -1', -1"), 173,2, 173,3, 173,4, 173,6, 173,7, 173,7, 175,0, 175,1, 175,2 (CH3CO,
CH3CONH); RMN *'P (D;0) & -3,08, -2,95, 0,05; HR-EM calcd para CagHsgN4Oz1P3[M/2+H]" 580,1188, hallada
580,1142.

Ejemplo 14

Sal de bis-sodio de (2-acetamido-2-azido-2-desoxi-6-O-dibencilfosfato-a-D-manopiranosilfosfato) de 2-
(benciloxicarbonil)aminoetilo-(1—6)-(2-acetamido-2-azido-2-desoxi-a-D-manopiranosilfosfato)-(1—6)-(2-
acetamido-2-azido-2-desoxi-a-D-manopiranésido) (42). Se disolvio el compuesto 40 (50 mg, 0,030 mmoles) en
MeOH (3 ml) y se afadid6 NaOMe (1M). La mezcla de reaccién se agité durante 1 h a ta. La concentraciéon y
purificacion sobre gel de fase inversa (1:0— 0:1 de H,O-MeOH) dio 42 (30 mg, 0,024 mmoles, 80 %); RMN "*C
(D20O) &6 22,6 (CH3CONH), 40,7 (HOCH2CH2NH), 53,1, 53,8, 54,0 (C-2, -2, -2"), 65,1, 66,4, 66,5, 66,8, 67,5, 68,9,
69,1, 69,6, 71,0, 71,1, 71,9, 72,0, 72,3, 73,1 (C-3-6, 3-6', 3"-6", PhCH,0O, OCH,CH:N), 95,6, 95,8, 99,4 (C-1, -1/, -1"),
128,1, 128,4, 129,0, 129,0, 129,4, 129,5, 129,8, 135,7, 135,8, 137,1 (C aromatico), 158,8 (NHCOOBn), 175,3
(CH3CONH); RMN °'P (D;0) & -2,35, -2,23, -0,96.

Ejemplo 15

Sal de tris-sodio de 2-aminoetil-(2-acetamido-2-azido-2-desoxi-6-O-fosfato-a-D-manopiranosilfosfato)-(1—6)-
(2-acetamido-2-azido-2-desoxi-a-D-manopiranosil fosfato)-(1—6)-(2-acetamido-2-azido-2-desoxi-a-D-
manopiranosido) (43). Se disolvié el compuesto 42 (30 mg, 0,024 mmoles) en MeOH (2 ml). Se afiadieron resina
Amberlite IR - 45(OH") (30 mg) y paladio sobre carbono activo. La mezcla se hidrogenolisé a 100 psi durante la
noche, se diluyé (MeOH), se centrifugd y se concentré. La purificacion sobre gel de fase inversa (1:0— 0:1 de H,O-
MeOH) dio 43 (15 mg, 0,015 mmoles, 64 %); [alo +13,6° (c 0,5, MeOH); RMN e (D2O) 6 22,6, 22,6, 22,6
(CH3CONH), 39,7 (HOCH2CH2NH), 49,5, 53,0, 53,7, 53,8 (C-2, -2', -2"), 63,8, 64,2, 65,1, 65,2, 65,4, 66,5, 66,7, 67,0,
68,9, 69,2, 69,5, 72,2,72,3,72,9, 73,1, 73,2, 73,4, 73,4 (C-3-6, 3-6', 3"-6", OCH,CH2N), 95,9, 99,6 (C-1, -1, -1"),
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175,4, 175,5, 175,5 (CHsCONH); RMN *'P (D,0) & -2,35, -2,30, 2,2; HR-EM calcd para CasHasNaNa2O2sP3 [M+2Na]
953,1459, hallada 953,1440.

Ejemplo 16

Para estudiar la influencia de C-fosfonato en lugar de fosfodiéster sobre la inmunogenicidad y estabilidad del
sacarido MenA, se sintetizé un oligosacarido sintético analogo a trimeros de la unidad de repeticidn del polisacarido
del grupo A de Neisseria meningitidis y se conjugoé con la proteina transportadora CRM197. El glucoconjugado se
analizo con el fin de verificar las caracteristicas fisicoquimicas e inmunogenicidad en ratones. La estructura del
conjugado es la siguiente.

HO NHAC
HO -0
HO Q
P—Or
& nHAC
HO -Q
HO lcl)
o
O.  NHAc
HO -0
HO 0
O\/\ CRM197
N
H
o

Este compuesto se obtuvo reemplazando los grupos fosfodiéster que ligan los monosacaridos con un grupo C-
fosfonato en la molécula de base no acetilada y no fosforilada.

a) Caracterizacion fisicoguimica de glucoconjugados de CRM-MenAsynth

El conjugado se caracterizd6 para el contenido de sacarido, proteinas, sacarido no unido (libre). Ademas, se
realizaron SDS-PAGE y transferencia Western contra anticuerpos anti-MenA especificos.

Concentraciones de sacarido y de proteina

El producto liofilizado se reconstituyd con solucién salina (concentracion final = 0,8 mg/ml) y se ensay6 por prueba
colorimétrica para fosforo total y contenido de proteina (ensayo MicroBCA). A continuacion, el contenido de fésforo
se convirtié en contenido de sacarido total usando el factor de conversion apropiado.

Debido a que se genero algo de precipitado durante el almacenamiento del conjugado, se afiadié un tampén fosfato
concentrado (fosfato de Na 100 mM a pH 7,5) para alcanzar 10 mM como concentracion final. A continuacion, la
concentracion se recalculé considerando el factor de dilucion. Los conjugados tuvieron un contenido de sacarido
total de 97,10 pug/ml y contenido de proteina de 215,63 pg/ml después de la dilucién con tampodn fosfato.

b) Inmunogenicidad en ratones

La inmunogenicidad del conjugado con el oligosacarido sintético se analizé en ELISA y ensayos bactericidas. Se
inmunizaron ratones BALB/c (8/grupo) con los glucoconjugados purificados formulados con y sin fosfato de alumbre
como adyuvante. El protocolo de inmunizacién, mostrado en la Tabla 1, incluyé tres dosis (200 ng cada una) en los
dias 0, 14 y 28 con un sangrado final en el dia 42. Los sueros después de 1, después de 2 y después de 3 dosis se
analizaron para determinar IgG total especifica y la actividad funcional del anticuerpo correspondiente. MenA-CRM
2011 es el conjugado de MenA no mutado.

Tabla 1: Esquema de grupos de inmunizacion y pauta de tratamiento

Vacuna N° Dosis | Dilucion Dosis (ug) Formula N° Ratones Administr.
MenA-CRM fosfonato conj. 3 1/5 0.2 AIPO4 33-40 0.5mls.c.
MenA-CRM fosfonato conj. 3 1/5 0.2 NO AIPO4 73-80 0.5mls.c.

MenA-CRM 2011 3 1/5 0.2 AIPO4 81-88 0.5mls.c.
MenA-CRM 2011 3 1/5 0.2 NO AIPO4 89-96 0.5mls.c.
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Ensayo de ELISA

Se analizaron sueros en ensayo de ELISA para la determinacion especifica de respuestas de anticuerpos 1gG en
sueros de ratones. Se calcularon titulos de IgG totales contra los antigenos de polisacarido A, C, W135 e Y (MenA,
MenC, MenW, MenY) por curvas de regresion lineal y se expresaron como unidades de ELISA/mI (UE/ml). Los
titulos de suero resultaron de la comparacion con la curva de valoracién de un suero estandar.

Se recubrieron placas de microtitulacion con una mezcla de polisacarido capsular y albamina de suero humano
metilada a una concentracion final de 5,0 ug/ml cada una, en PBS a pH 7,4. Las placas se taparon, se incubaron
durante la noche a 2 °-8 °C, a continuacion se lavaron y se saturaron con un tampon que contenia 5 % de suero
bovino fetal, como reactivo de bloqueo, en PBS a pH 7,4. Después de una hora de incubacién a temperatura
ambiente, las placas se lavaron y los sueros de prueba diluidos se afadieron a pocillos en la fila 1. Los sueros se
analizaron por una curva de valoracion con una etapa de dilucién de dos veces. Después de la incubacién durante la
noche a 2 °-8 °C, las placas se lavaron y un anticuerpo de cabra anti-ratén conjugado con fosfatasa alcalina se
diluyé 1:2000 en tampodn de saturacion y se afiadio a las placas. El anticuerpo secundario se incubé durante 2 horas
a 37 °C y, después de lavar, a las placas se afiadié disolucion de sustrato cromogénico (1 mg/ml de fosfato de p-
nitrofenilo en tampodn dietanolamina 1 M a pH 9,8, MgCl; 0,5 mM, 0,02 % de NaNs). Las reacciones se incubaron
durante 30 min a temperatura ambiente y se leyeron valores de absorbancia a 405-620 nm de longitud de onda.

Los sueros con valores de absorbancia del primer punto superiores a los del patrén se volvieron a probar usando
una dilucién inicial mayor.

Ratones con respuesta de anticuerpos negativa (valores de D.O. del primer punto inferior a 0,300 a dilucion 1:100)
se asignaron a un titulo de 2 UE/ml y se clasificaron como “que no responden al tratamiento”.

Ensayo de anticuerpo bactericida del suero (SBAb)

Se analizaron anticuerpos funcionales inducidos por inmunizaciones con vacuna midiendo la lisis mediada por el
complemento in vitro de Neisseria meningitidis (Goldschneider y col., 1969). Se usé un lote comercial de
complemento de conejo bebé como fuente de complemento (lote de Pelfreeze n® 09958).

El protocolo del ensayo se baso en el in6culo de la cepa de prueba en caldo de Mueller Hinton (Difco) con la adicion
de 0,25 % de glucosa, a partir de colonias aisladas cultivadas sobre agar chocolate. El cultivo bacteriano se incubo a
37 °C con 5 % de CO; y el crecimiento se detuvo cuando las bacterias alcanzaron la fase exponencial temprana
(D.O.s00 0,220-0,240). El cultivo se diluyé a 10 unidades formadoras de colonias (UFC)/ml en disolucion salina
equilibradas con Gey con 1 % de BSA 'y se incubd durante 1 hora a 37 °C con 5 % de CO,, en presencia de
conjuntos de suero de prueba inactivados con calor y complemento de conejo bebé. Antes (T0) y una hora después
(T1) de la incubacidn, las mezclas de reaccion se sembraron en placa sobre agar de Mueller Hinton (Difco). Las
placas se incubaron durante la noche a 37 °C con 5 % de CO- y se contaron UFC/ml correspondientes a TO y T1.

Los titulos de anticuerpo bactericidas del suero se expresaron como dilucién del suero reciproca dando 50 % de
destruccioén de bacterias.

Resultados

Caracterizacion fisicoquimica

Los resultados de los analisis fisicoquimicos indican que el grado de glucosilaciéon del conjugado es muy bajo. El
grado de baja conjugacion se indica también por las modestas sefiales obtenidas en transferencia Western y por las
pequefas diferencias notadas en SDS-PAGE entre los conjugados y la referencia de CRM. Pueden optimizarse las
condiciones de conjugacion, ademas de la purificacion de los conjugados.

Resultados de ELISA

Los resultados obtenidos se informan en la Tabla 2 y la Figura 4. Se midieron titulos de ELISA de cada animal
individual y se expresan en unidad de ELISA/ml (UE/ml). La respuesta del anticuerpo especifico a cada
glucoconjugado se calculdé como el titulo medio geométrico (GMT) del grupo de inmunizacién correspondiente.

Los sueros después de 2 dosis mostraron bajo titulo en el conjugado sintético formulado con el adyuvante y
cualquier titulo en grupos de inmunizacion tratados sin el adyuvante.

El conjugado no mostrd ningun titulo con y sin alumbre.

Como era de esperar, los grupos de control tratados con y sin el adyuvante mostraron altas respuestas.
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Tabla 2. Titulos de anticuerpos de ELISA contra el polisacarido MenA determinados en sueros de ratones

después de 1, después de 2 y después de 3 dosis. Se informa el titulo medio geométrico calculado para cada

grupo de inmunizacion.

Despues de 1 Despues de 2 Despues de 3
- Fosfonato conjugado 2 2 2
+ Fosfonato conjugado/AIPO4 23 36 17
MenA lyo — MenA-CRM 7 110 672
MenA lyo + MenA-CRM/AIPO, 3 453 1796

Resultados del ensayo SBAb

Se determinaron titulos bactericidas de sueros en conjuntos de sueros preparados a partir de cada grupo de
inmunizacioén. El titulo bactericida se expresa como la dilucidon en suero reciproca que produce el 50 % de
disminuciéon en UFC/ml de mezclas de reaccién en comparacién con las UFC de control/ml medidas en T0. Se
midieron titulos bactericidas contra la cepa F8238 del serogrupo A. Los titulos de anticuerpos SBAb se informan en
la Tabla 3. (MenA-CRM es el control no mutado.)

Tabla 3. Actividad bactericida en conjuntos de suero después de 2 y después de 3 dosis.

Despues de 2 Despues de 3
- Fosfonato conjugado <4 <4
+ Fosfonato conjugado/AIPO4 64 256
MenA lyo — MenA-CRM 2048 4096
MenA lyo + MenA-CRM/AIPO, 4096 8192

Conclusiones

El conjugado se prepar6 y analizé para propiedades fisicoquimicas, inmunoquimicas e inmunoldgicas.

Tanto los analisis fisicoquimicos como inmunoquimicos indicaron los grados de glucosilacion de los conjugados.

En grupos de control, los titulos fueron altos en respuesta a inmunizaciones tanto con como sin el adyuvante.

En los conjuntos de sueros después de 3, los titulos aumentaron en comparacion con sueros después de 2 dosis. En
grupos tratados con el conjugado sintético sin alumbre, los titulos no fueron medibles; en inmunizaciones con el
conjugado adyuvantado los titulos fueron medibles, pero menores.

Los titulos de inmunizaciones de control realizadas con el oligoconjugado fueron significativamente mayores.

Los resultados dan evidencia de que el oligosacarido MenA sintético conjugado con el transportador de proteina
CRM197 es inmunogénico en ratones. Los conjugados tienen enlaces C-fosfonato que deben ser mucho mas
estables que los enlaces fosfodiéster nativo. El hecho de que se haya detectado alguna inmunogenicidad es
prometedor.

Se apreciara que los anteriores ejemplos se proporcionan para ilustrar la invencion. Diversas variaciones y
combinaciones de los elementos desvelados son viables como reconoceria un experto habitual. Por ejemplo, son

muy conocidos una amplia matriz de grupos protectores para grupos amina e hidroxilo, y muchos de estos pueden
usarse en lugar de los especificamente citados en el presente documento.
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Reivindicaciones
1. Un oligosacarido que comprende una primera unidad de manosa y una segunda unidad de manosa,

en el que la primera unidad de manosa comprende un resto de espaciador en la configuracion alfa en C-1,
espaciador que puede conjugarse con una proteina,

en el que la primera unidad de manosa esta conectada a la segunda unidad de manosa mediante un enlace 1,6 que
conecta C-6 de la primera unidad con C-1 de la segunda unidad,

y en el que el enlace 1,6 comprende un fosfonato.

2. El oligosacarido de la reivindicacion 1, en el que el enlace 1,6 esta en la configuracion alfa.

3. El oligosacarido de la reivindicacion 1 6 2, en el que la primera unidad de manosa es un derivado de manosa
sustituido con 2-desoxi-2-aza.

4. El oligosacarido de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que la segunda unidad de manosa es un derivado
de manosa sustituido con 2-desoxi-2-aza.

5. El oligosacarido de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que cada sustituyente 2-aza presente esta
seleccionado de NHz, NHAC y Na.

6. El oligosacarido de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que una tercera unidad de manosa esta
conectada a la segunda unidad de manosa por un enlace que comprende fosforo, y en el que el enlace conecta C-6
de la segunda unidad de manosa con C-1 de la tercera unidad de manosa.

7. El oligosacarido de la reivindicacion 6, que es de férmula:

en la que cada Az esta seleccionado independientemente de NH;, NHAcC y Ng;

Z representa el resto de espaciador que puede conjugarse con una proteina, y que puede estar en forma
protegida o no protegida o que puede conjugarse con una proteina;

cada R' es independientemente H, alquilo C1-C6 opcionalmente sustituido, o M, en la que M representa un
cation;

X es O o CHy;

cada R® y R* esta seleccionado independientemente del grupo que consiste en H, Ac, Bn, y otro grupo
protector;

y R® es H, o un grupo protector, o un fosfato, o un enlace con una unidad de sacarido adicional.

8. El oligosacarido de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, que comprende ademas una proteina que esta
conjugada con el oligosacarido mediante el resto de espaciador que esta en la configuracion alfa en C-1 de la
primera unidad de manosa; en el que la proteina es una toxina bacteriana inactivada seleccionada de toxoide
diftérico, toxoide de pertussis, LT de E. coli, ST de E. coli, exotoxina de Pseudomonas aeruginosa (rEPA) o toxoide
tetanico, o en el que la proteina es CRM197.

9. El oligosacarido de cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el que R®es un grupo acilo y R* es H.

10. El oligosacarido de la reivindicacion 1, que comprende la férmula:
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en la que cada Az representa un sustituyente aza;

cada R® y R* representa independientemente H o un grupo protector;

R® representa H, un grupo protector, o un conector unido a otra unidad de sacarido; unode Wy X es O, y el
otrode Wy X es CHy;

nes2;

unY es=0yelotroY es OR,

en el que R es H, alquilo C1-C6, o arilo C6-C12, o aril C6-C12-alquilo, o R es M, en la que M es un catién; y

Z es OR', SR' 0 NR'2, en las que cada R' es independientemente H o un grupo alquilo, acilo, arilo, arilalquilo,
heteroalquilo, heteroacilo, heteroarilo o heteroarilalquilo opcionalmente sustituido;

o Z representa un conector unido a otra unidad de sacarido o el resto de espaciador conjugado con una
proteina.

11. El oligosacarido de la reivindicacion 10, en el que W es CH, X es O, Azes NHAcy nes 2.
12. El oligosacarido de la reivindicacion 10 6 11, en el que R es M y Z comprende -O-(CH2),-NH-, en el que n es 2-6.

13. El oligosacarido de la reivindicacion 1, que comprende la férmula:
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en la que cada Az representa un sustituyente aza;

R'es H, alquilo C1-C86, o arilo C6-C12, o aril C6-C12-alquilo, o R'es M, en la que M es un catidn;

cada R® y R* representa independientemente H o un grupo protector;

R® representa un acilo C1-C6 o H;

Z representa un resto de espaciador conjugado con una proteina; y en el que p es un nimero entero de 1 a 20;
que comprende ademas una proteina que esta conjugada con el oligosacarido; en el que la proteina es una
toxina bacteriana inactivada seleccionada de toxoide diftérico, toxoide de pertussis, LT de E. coli, ST de E. coli,
exotoxina de Pseudomonas aeruginosa (rEPA), o toxoide tetanico.

14. Un método para preparar un oligosacarido, método que comprende:

ligar un primer resto que comprende al menos una unidad de manosa sustituida con aza mediante un enlace
1,6 que comprende un fosfonato con un segundo resto que comprende al menos una unidad de manosa
sustituida con aza,

en el que el primer resto comprende un resto de espaciador, resto de espaciador que esta ligado a C-1 de una
unidad de manosa en la configuracion alfa.

15. El método de la reivindicacion 14, en el que las unidades de manosa sustituidas con N ligadas comprenden la
férmula (1)
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R0
Az
4 )k
P/ (1)
e P,
R s w X

en la que cada Az representa un sustituyente aza;

cada R® y R* representa independientemente H o un grupo protector;

R® representa H, un grupo protector, o un conector unido a otra unidad de sacarido; unode Wy X es O, y el
otrode Wy X es CHy;

nes2;

unY es=0yelotroY es OR,

en el que R es H, alquilo C1-C6, o arilo C6-C12, o aril C6-C12-alquilo, o R es M, en la que M es un catién
monovalente; y

Z representa un resto que puede estar conjugado con una proteina, que puede estar en forma protegida.

16. El método de la reivindicacion 15, que comprende ademas ligar la segunda unidad de manosa a un sacarido
adicional formando un enlace entre el oxigeno de OR® en la formula (1) y el sacarido adicional.

17. El método de la reivindicacion 16, en el que el sacarido adicional esta ligado a la segunda unidad de manosa
mediante un enlace 1,6-alfa.

18. El método de la reivindicacion 14, en el que el método es un método para sintetizar un oligosacarido de unidades
de manosa ligadas en alfa, comprendiendo dicho método:

combinar una unidad de manosa que comprende la férmula (2), en la que R® es acilo C1-C6 o H,y R1, R3, R4,
Az y Z son como se definen en la reivindicacion 10;

ko
A
W (2)

4
RO .
RO z

con un monomero de alargamiento de formula (3), en el que R* representa un grupo acilo C1-C6 y M
representa H o un catién;

bajo condiciones de reaccion de Mitsunobu, por el cual se obtiene un oligosacarido que comprende al menos
dos unidades de manosa sustituidas con 2-aza conectadas por un enlace 1,6-alfa.

19. El método de la reivindicaciéon 18, en el que las condiciones de reaccion de Mitsunobu se mantienen durante un
periodo prolongado de tiempo, por el cual se obtiene un oligosacarido de férmula (4)
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en la que p es un numero entero de 1 a 20.

20. El método de la reivindicacion 19, que comprende ademas conjugar el oligosacarido con una proteina; en el que
la proteina es una toxina bacteriana inactivada seleccionada de toxoide diftérico, toxoide de pertussis, LT de E. coli,
ST de E. coli, exotoxina de Pseudomonas aeruginosa (rEPA) o toxoide tetanico.

21. El oligosacarido de cualquiera de las reivindicaciones 1-13 para su uso en un método que comprende administrar
una cantidad eficaz de un componente de vacuna de Meningitidis A a un sujeto, proporcionando asi una respuesta
inmunogénica.

22. Una composicion que comprende al menos un oligosacarido de cualquiera de las reivindicaciones 1-13 que es
tanto a) una composicion farmacéutica que comprende al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable; como
b) una composicién inmunogeénica.

23. La composicion de la reivindicacion 22, en la que el enlace fosfonato que comprende un enlace 1,6 se forma por
una reaccion de Mitsunobu.

24. La composicion inmunogénica de la reivindicacion 22 6 23, que comprende al menos dos oligosacaridos
diferentes que son especificos para al menos dos inmunotipos meningocdcicos.

25. La composicion inmunogénica de cualquiera de las reivindicaciones 22-24, que comprende ademas un antigeno
de Streptococcus pneumoniae.

26. La composicion de la reivindicacion 25, que comprende ademas (un) antigeno(s) derivado(s) de al menos uno de
los serotipos A, B, C, W135 e Y de Meningitidis.

27. La composicion de la reivindicacion 26, en la que dicho antigeno se deriva del serotipo C, W1350Y de
Meningitidis.
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Figura 1

Polisacarido Capsular Natural (CPS) de N. meningitidis
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R representa H o Ac; aproximadamente el 70-80% del polosacarido capsular
natural de N. meningitidis es acetilado en esta posicion.
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Figura 2

Unidades de Manosa de los anomeros Alfa y Beta sustituidos con 2-Desoxi-2-Aza
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FIGURA 3

La Secuencia de Elongacion para hacer los Oligosacaridos de la Invencion
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MenA Después de I, Después de II y Después de III \
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10 4 - = & - MenA-CRM
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J

52



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

