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DESCRIPCION
Nuevo compuesto derivado del péptido muramilo, sintesis y utilizaciones del mismo
REFERENCIA CRUZADA
SECTOR DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a nuevos compuestos derivados del dipéptido muramilo (MDP, muramyl dipeptide)
de formula estructural VIII.

HO

HO O
O OH
H o)
NH \gz‘

0P NH,
(VIID)

en la que R es alquilo lineal seleccionado entre metilo, etilo, propilo, butilo.

La presente invencion se refiere también al proceso para la preparacion de estos nuevos compuestos y nuevos
intermedios para la preparacion de estos nuevos compuestos. Los nuevos compuestos de la presente invencion
tienen un potencial elevado de propiedades inmunomoduladoras para su utilizacién como adyuvantes en
formulaciones de vacunas. La presente invencion también se refiere a la utilizacién de estos nuevos compuestos
como adyuvantes con antigenos de vacunas y en la preparacion de formulaciones de vacunas.

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

El dipéptido muramilo (MDP, N-acetilmuramil-L-alanil-D-isoglutamina) es un péptido inmunorreactivo sintético que
consiste en acido N-acetilmuramico unido a una cadena de aminoacidos corta de L-Ala-D-isoGIn. Se identificé por
primera vez en el peptidoglicano de la pared celular bacteriana como un componente activo en el adyuvante
completo de Freund (FCA, Freund’s Complete Adjuvant). En 1974, se descubri6 que el MDP era la estructura
minima requerida para la eficacia de FCA, uno de los adyuvantes mas potentes y ampliamente utilizados en
modelos experimentales con animales. Los dipéptidos de muramilo son bien conocidos por sus propiedades
inmunomoduladoras. Los dipéptidos de muramilo son los componentes biolégicamente activos mas pequerios de las
paredes celulares bacterianas. Se ha demostrado que los derivados del dipéptido muramilo muestran propiedades
inmunomoduladoras significativas, a través de uno de los PRR (receptores de reconocimiento de patrones, Pattern
Recognition Receptors), receptor del dominio 2 de oligomerizacién de union a nucleétidos (NOD2, nucleotide-binding
oligomerization domain 2) (Girardin S. et al., 2003. J Biol Chem. 278 (11): 8869-72, F. Coulombe et al., 2012 PloS
ONE, 7 (5): articulo 1D e36734). Los dipéptidos de muramilo activan los macréfagos y otras células del sistema
inmunitario para eliminar las células cancerosas (l. Jakopin, 2013. Current Medicinal Chemistry, 20 (16): 2068-2079;
Ogawa et. al., 2011. CurrBioact Compd. 7 (3): 180-197), sin embargo, también se describe que tienen naturaleza
pirogénica. Con el fin de reducir su efecto pirogénico, hasta la fecha se han disefiado, sintetizado y probado una
serie de derivados de MDP con el objetivo de aumentar funciones especificas, al mismo tiempo que suprime la
pirogenicidad. Hay muchas invenciones o publicaciones divulgadas relacionadas con la sintesis del dipéptido
muramilo y sus derivados (Namba et al., 1997. Vaccine, 15 (4): 405-13; Patente WO1996001645; Patente
US4395399; Patente US7173107 B2).

El dipéptido N-glicolil muramilo, GMDP (N-glicolil glucosaminil-N-acetilmuramil-L-alanil-D-isoglutamina) es uno de los
ejemplos de derivado del dipéptido muramilo, que se desarroll6 originalmente en la década de 1970 en el Instituto
Shemyakin de Quimica Bioorganica, en Mosclu. Se ha demostrado que el GMDP estimula las respuestas
inmunitarias tanto innatas como adaptativas. El GMDP también activa macréfagos y libera citocinas y factores
estimulantes de colonias (CSF, colony stimulating factors), que a su vez estimulan la diferenciacién de células
hematopoyéticas para eliminar infecciones (Australasian Biotechnology, volumen 6, nimero 4, julio/agosto de 1996,
pags. 223-229). Se ha demostrado que el GMDP tiene una mayor actividad inmunoadyuvante y menos efecto
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pirogénico, en comparacion con el MDP. Por lo tanto, diversos otros derivados de N-acilo de MDP son mas
inmunoterapéuticos que el MDP (Andronova T. M., et al., 1991. Review. Immunology 4, 1). Por lo tanto, esta
molécula se utiliza ampliamente en enfoques inmunoterapéuticos, especialmente para tratar infecciones cronicas,
enfermedades autoinmunes y cancer (L. |. Rostovtseva et al., 1981. Russian Journal of Bioorganic Chemistry, 7 (12):
1843-1858).

El compuesto basado en MDP LikopidT'\’I es el primer agente inmunoterapéutico del tipo muramilglucopéptido
introducido en la practica clinica. LikopidTM fue desarrollado y registrado por una empresa rusa, Peptek, como agente
inmunoterapéutico con amplia aplicabilidad, por ejemplo, inmunoestimulacién y prevencién de infecciones que se
complican en pacientes postraumaticos, postoperatorios, postquimioterapéuticos y postradioterapéuticos. Otras
areas son el tratamiento de enfermedades infecciosas, tales como la tuberculosis, el virus del papiloma cervical
humano, las infecciones herpéticas oftalmicas, la psoriasis y el tratamiento de procesos ulcerosos e inflamatorios
(Patente WO2007045192).

La estructura que se muestra a continuacion de la férmula general X representa la estructura quimica del compuesto
MDP.

H}QOH
0
R

R=CH2 (MCP)

Foérmula X: representacion estructural de MDP

Existen muchas invenciones relacionadas con los compuestos peptidicos de muramilo y sus derivados. Aunque se
conoce su utilizacion como agentes terapéuticos, la utilizacion de derivados de MDP como adyuvantes en
formulaciones de vacunas no se ha descrito ni se ha encontrado en absoluto hasta la fecha.

La Patente WO1996001645 A1 se refiere a la utilizacién de compuestos peptidicos de muramilo, particularmente
N-acetil-D-glucosaminil-(B1-4)-N-acetilmuramil-L-alanil-D-isoglutamina (MDP), para el tratamiento de afecciones
dermatoldgicas inflamatorias, tales como psoriasis y en el tratamiento de enfermedades relacionadas con el sistema
inmunitario de la piel y las membranas mucosas.

La Patente US7173107B2 da a conocer glicopéptidos y la preparacion de los mismos, que es la sintesis
estereoespecifica de un glicopéptido utilizando un esquema de proteccion triplemente ortogonal, en particular, la
sintesis del monopéptido N-acetilglucosaminil-B-[1,4]-N-acetiimuramilo y derivados del mismo. El glicopéptido es (til
para la preparacion de MDP y compuestos relacionados que tienen un nucleo de disacarido de acido
glucosaminil-B-[1,4]-N-acetilmuramico.

La Patente WO2007045192 se refiere a derivados del &cido glucosaminilmuramico (acido 2-amino-2-desoxi-3-D-
gluco-piranosil-(1—4)-N-acetiimuramico), su procedimiento de sintesis y su utilizacion para la sintesis de
glucosaminilmuramilglucopéptidos, es decir, analogos disacaridos de muramilglucopéptidos. La Patente US4395399
da a conocer diferentes glicopéptidos y sus preparaciones.

Sin embargo, a pesar de las mejoras observadas en varios derivados de MDP recientemente desarrollados, todavia
existe una necesidad continua de compuestos con efectos secundarios mas reducidos y actividad adyuvante
aumentada con el propésito de utilizacion terapéutica o profilactica en formulaciones de vacunas. Por lo tanto, es
fundamental centrarse en el equilibrio entre la eficacia y los efectos secundarios al disefar o sintetizar nuevos
compuestos. Existe la necesidad de desarrollar derivados de MDP mejorados y mas efectivos, que reducirian los
efectos secundarios asociados con los derivados de MDP conocidos.

OBJETIVOS DE LA INVENCION
El objetivo principal de la presente invencion es dar a conocer nuevos compuestos derivados del dipéptido muramilo.

Otro objetivo de la presente invencion es dar a conocer un proceso para la preparacién de nuevos compuestos
derivados del dipéptido muramilo.
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Otro objetivo de la presente invencién es dar a conocer nuevos compuestos intermedios para la sintesis de nuevos
compuestos derivados del dipéptido muramilo.

Un objetivo adicional de la presente invencion es dar a conocer la utilizacion segura de nuevos compuestos
derivados del dipéptido muramilo como adyuvantes para preparaciones farmacéuticas y formulaciones de vacunas.

Otro objetivo adicional es dar a conocer una formulacién de vacuna que comprenda un nuevo compuesto derivado
del dipéptido muramilo.

CARACTERISTICAS DE LA INVENCION

Por consiguiente, la presente invencion da a conocer nuevos compuestos derivados de MDP de férmula estructural
VIl con pirogenicidad reducida, manteniendo al mismo tiempo una funcionalidad eficaz considerable como
adyuvantes de vacunas.

En un aspecto, la presente invencion da a conocer nuevos compuestos derivados de dipéptido muramilo, tal como
se muestra a continuacion en la formula general VIII:

HO
HO 0
o OH
HN_ O
NH \g{

0P NH,

Férmula estructural general Vil
en la que R es alquilo lineal seleccionado entre metilo, etilo, propilo, butilo.
En una realizaciéon preferente, cuando R es etilo (C2H5), el compuesto de formula VIII es &cido (4R)-5-amino-4-

((2S)-2-((2R)-2-(((3R,4R,5S,6 R)-3-((alcoxicarbonil)amino)-2,5-dihidroxi-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-4-il) oxi)
propanamido)propanamido)-5-oxopentanoico, tal como se muestra en la siguiente estructura:

Cuando R es etilo

En otro aspecto, la presente invencion da a conocer un proceso para la sintesis de los nuevos compuestos
derivados del dipéptido muramilo de férmula general VIII que comprende las etapas que se muestran en el esquema
Ay en el esquema B.

En otros aspectos de la presente invencion, se evalla la actividad del nuevo derivado de dipéptido de muramilo de la
presente invencion. La seguridad del nuevo derivado de dipéptido de muramilo de la presente invencién se
establece mediante ensayos de citotoxicidad y pirogenicidad.

En otro aspecto, la presente invencién da a conocer la utilizacion de un nuevo derivado de muramildipéptido acido
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(4R)-5-amino-4-((2S)-2-((2R)-2-(((3R,4R,5S,6 R)-3-((etoxicarbonil)amino)-2,5-dihidroxi-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-
piran-4-il)oxi)propanamido)propanamido)-5-oxopentanoico como adyuvante para ser utilizado en preparaciones
farmacéuticas y formulaciones de vacunas.

Ademas, en realizaciones adicionales de la presente invencion, se muestra que la inmunogenicidad in vivo del nuevo
derivado de dipéptido muramilo de la presente invencion produce un aumento, como minimo, de 4 veces en los
titulos de anticuerpos cuando se utiliza como adyuvante con varios antigenos de vacunas, por lo que es capaz de
generar tanto la respuesta inmunitaria humoral como la mediada por células.

En una realizacién general, la presente invencion da a conocer un compuesto derivado del dipéptido muramilo VIII

HO

HO O
o OH
H o)
NH \gq

O

HN \_/\)J\ o
0P NH,
(VIID)

en el que R es alquilo lineal seleccionado entre metilo, etilo, propilo, butilo.

En una realizacion, el compuesto es acido (4R)-5-amino-4-((2S)-2-((2R)-2-(((3R,4R,5S,6 R)-3-((etoxicarbonil)amino)-
2,5-dihidroxi-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-4-il)oxi)propanamido)propanamido)-5-oxopentanoico (MDP-ET), tal
como se muestra en la estructura siguiente.

Hoo\%/’ﬁw
Fo ™

O
O

(MDP-ET)

El compuesto MDP-ET se caracteriza por un IR (n en cm"): 3273, 2936, 1653, 1552, 1417, 1253, 1026. El
compuesto MDP-ET se caracteriza, ademas, por un RMN de H (300 MHz, DMSO-ds): 6 4,66 (d, J = 6,421, 1H), 4,25
(m, 1H), 3,96 (m, 3H), 3,37 (c, J = 6,987, 3H), 3,19-3,16 (m, 2H), 2,17 (m, 2H), 1,99 (m, 1H), 1,24 (m, 4H), 1,15 (d, J
= 6,409, 3H), 1,08 (t, J = 6,987, 3H).

En otra realizacion, la presente invencion da a conocer un proceso para la preparaciéon de un compuesto derivado
del dipéptido muramilo de férmula VIII.
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HO
HO O
o OH
H 0
"

lj\l)_.\:\)J\OH
0P NH,

(VIII)
que comprende las etapas de:
5 a. bencilacion anomérica de un compuesto de férmula | para obtener un compuesto de férmula Il;
HO ilaci¢ HO
HO 0 Bencilacion HO 0
—> HO
HO—" l ya0oH NHAcOBn

b. proteccion con bencilideno del compuesto de férmula Il para obtener un compuesto de férmula lil;

10
Proteccion con 0
H Ph
HOO O  bencilideno /% O
HO
HO NHACOBn NH ACOBII
I ]|
c. desacilacion del compuesto de férmula Il para obtener un compuesto de formula IV;
0
Ph/%% Desacilacion Ph/%%
HO
NHALOBH > NH, "OBn
15 v

d. reacilacién del compuesto de formula IV con un agente acilante adecuado en presencia de un disolvente para
obtener un compuesto de féormula V;

Ph/% Reacilacion Ph/%%
HO NH OBn

v \
20 h

e. O-alquilacion del compuesto de férmula V por tratamiento con &cido L-2-cloropropanoico en presencia de un
disolvente para obtener un compuesto de formula VI;
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PN O\ o
P07\ o O-alquilacion /%%
HO —_— HN OBn
HN OBn 0
@) 0
’ o>: OH Oh
b Vi

f. acoplamiento de un péptido tratando el compuesto de formula VI con trifluoroacetato de éster bencilico de
L-alanil-D-isoglutamina en un disolvente para obtener un compuesto de férmula VII;

AN

0
B 0
P A0 )
M\\% p HN OBn
PN O orenta .
Y Mo rmemeemien oAy g
0700 © 0 "
! O
HN
\/\ “OBn
i
’ 07 NH, Wi

g. desproteccién del compuesto de férmula VIl para obtener el compuesto deseado representado por la formula

VIII:
Ph/%o 0 HO
HO 0
0-=T40Bn OOl
I o JNH 7=
07" “NH s Eliminacion de

— 0
0})\ 0 grupos protectores hO
H

HN\,/\)LOBn \/\)J\OH

0P NHL 0P NH,

Vil ## FORMULA ESTRUCTURAL VIl ##

en los que R en los compuestos anteriores es alquilo lineal seleccionado entre metilo, etilo, propilo, butilo.
El agente acilante en la etapa (d) se puede seleccionar entre cloroformiato de alquilo y cloroformiato de alcoxialquilo.
En una realizacién, el agente acilante es, preferentemente, cloroformiato de etilo.

El disolvente en la etapa (d) se puede seleccionar entre piridina anhidra, diisopropiletilamina, trietilamina y
N,N-dimetilaminopiridina (DMAP) o una mezcla de los mismos. Y el disolvente en la etapa (e) es dioxano anhidro.

El disolvente en la etapa (f) se puede seleccionar entre acido trifluoroacético (TFA) y tetrahidrofurano (THF) o una
mezcla de los mismos.

El acoplamiento en la etapa (f) se lleva a cabo en presencia de 1-etil-3-(-3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDCI) e
hidroxibenzotriazol (HOBY).

La desproteccién en la etapa (g) se realiza con acido acético glacial.

En una realizacion, la presente invencion da a conocer un compuesto de férmula V:
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Ph/‘%ﬂﬂ 0
HO N L%(}Bn
=0
v O;/ |
R

en el que R es alquilo lineal seleccionado entre metilo, etilo, propilo, butilo.

En otra realizacion, la presente invencién da a conocer un compuesto de férmula VI:

Ph 5.0 O

O

ﬁ;;l'\\""(mn
j =0
07

o @
R

VI

en el que R es alquilo lineal seleccionado entre metilo, etilo, propilo, butilo.
En otra realizacién, la presente invencién da a conocer un compuesto de Férmula VII:

e S

(J :\m,

I - 2] h>=l OBn
O '

NH 9
O R

HN \/\V)I\()Bn

{) TINH- v

en el que R es alquilo lineal seleccionado entre metilo, etilo, propilo, butilo.

En otra realizacioén, la presente invencién da a conocer un compuesto de ((4aR,6S,7R,8R, 8aS) -6-(benciloxi)-8-
hidroxi-2-fenilhexahidropirano[3,2-d][1,3]dioxin-7-il)carbamato de etilo caracterizado por un RMN de 'H (CDCls): 7,2-
7,5 (m, 10H), 5,6 (s, 1H), 5,4 (s, 1H), 4,7 (d, 1H), 4,6 (d, 1H), 4,4 (d, 1H), 4,2 (d, 1H), 3,7-3,9 (m, 4H), 1,4 (t, 3H), ESI
MS: 430 (M").

En otra realizacion, la presente invencién da a conocer un compuesto de acido (2R)-2-(((4aR,6S,7R,8R,8aS)-6-
(bencioni)-?-((etoxicarbonil)amino)-2-feni|hexahidropirano[3,2-d][1,3]dioxin-8-i|)oxi)propanoico caracterizado por un
RMN de 'H (CDClg): 7,2-7,6 (m, 10H), 5,6 (s, 1H), 5,1 (s, 1H), 4,9-3,94 (m, 7H), 3,8-3,4 (m, 4H), 1,4 (d, 2H), 1,3 (i,
3H); ESI MS: 502 (M*).

En otra realizacion, la presente invencion da a conocer un compuesto de (4R)-5-amino-4-((2S)-2-((2R)-2-(((4aR,
6S,7R,8R,8aS5)-6-(benciloxi)-7-((etoxicarbonil)amino)-2-fenilhexahidropirano[3,2-d][1, 3]d|oxm -8-
il)oxi)propanamido)propanamido)-5-oxopentanoato de bencno caracterizado por RMN de H (CDCl3): 7,5 (m, 2H),
7,2-7,4 (m, 11H), 6,9 (d, 2H) 5,5 (s, 1H), 5,2 (d, 1H), 4,9 (d, 1H), 4,7 (d, 1H), 4,5 (d, 1H), 4,4 (1, 1H), 4,2 (m, 2H), 4,0
(m, 2H), 3,75 (m, 3H), 3,5 (m, H), 2,5 (s, 1H), 1,5-1,7 (m, 7H) 1,4 (t, 3H), 1,2 (t, 3H) ESI MS: 792 (M +1).

En otra realizacion, la presente invenciéon da a conocer un proceso para la preparacion de acido (4R)-5-amino-4-
((2S)-2-((2R)-2-(((3R,4R,5S,6 R)-3-((etoxicarbonil)amino)-2,5-dihidroxi-6- (hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-4-
il)oxi)propanamido)propanamido)-5-oxopentanoico (MDP-ET)) que comprende las etapas de:
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(a) bencilacién anomérica de N-acetil D-glucosamina (I) para obtener 2-acetamido-2-desoxi-a-D-glucopiranésido
de bencilo (Il);

(b) proteccion con bencilideno de 2-acetamido-2-desoxi-a-D-glucopiranésido de bencilo (ll) para obtener 2-
acetamido-4,6-O-benciliden-2-desoxi-D-glucopiranésido de bencilo (Il1);

(c) desacilacion de 2-acetamido-4,6-O-benciliden-2-desoxi-D-glucopirandsido de bencilo (Ill) para obtener 2-
amino-4,6-O-benciliden-2-desoxi-a-D-manopiranésido de bencilo (1V);

(d) reacilaciéon con un agente acilante organico, cloroformiato de etilo, en presencia de piridina anhidra como
disolvente de 2-amino-4,6-O-benciliden-2-desoxi-a-D-manopiranésido de bencilo (IV) para obtener
((4aR,6S,7R,8R,8aS)-6-(benciloxi)-8-hidroxi-2-fenilhexahidropirano[3,2-d][1,3]dioxin-7-il)carbamato de etilo (V);
(e) O-alquilacion de ((4aR,6S,7R,8R,8aS)-6-(benciloxi)-8-hidroxi-2-fenilhexahidropirano[3,2-d][1,3]dioxin-7-
il)carbamato de etilo (V) en presencia de dioxano anhidro como disolvente para obtener el &cido (2R)-2-
(((4aR,6S,7R,8R,8aS)-6-(benciloxi)-7-((etoxicarbonil)amino)-2-fenilhexahidropirano[3,2-d][1,3]dioxin-8-
il)oxi)propanoico (VI);

(f) acoplamiento peptidico de &acido (2R)-2-(((4aR,6S,7R,8R,8aS)-6-(benciloxi)-7-((etoxicarbonil)amino)-2-
fenilhexahidropirano[3,2-d][1,3]dioxin-8-il)oxi)propanoico (VI) con trifluoroacetato de éster bencilico de L-alanil-D-
isoglutamina para obtener (4R)-5-amino-4-((2S)-2-((2R)-2-(((4aR,6S,7 R,8R,8aS)-6-(benciloxi)-7-
((etoxicarbonil)amino)-2-fenilhexahidropirano[3,2-d][1,3]dioxin-8-il)oxi)propanamido)propanamido)-5-
oxopentanoato de bencilo (VII);

(g) desproteccion de (4R)-5-amino-4-((2S)-2-((2R)-2-(((4aR,6S,7 R,8 R,8aS)-6-(benciloxi)-7-((etoxicarbonil)amino)-
2-fenilhexahidropirano[3,2-d][1,3]dioxin-8-il)oxi)propanamido)propanamido)-5-oxopentanoato de bencilo (VII) en
presencia de &cido acético glacial para obtener el &cido (4R)-5-amino-4-((2S)-2-((2R)-2-(((3R,4R,5S,6R)-3-
((etoxicarbonil)amino)-2,5-dihidroxi-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-4-il)oxi)propanamido)propanamido)-5-
oxopentanoico.

En otra realizacion, la presente invencion da a conocer la utilizacién del compuesto VIIIl o MDP-ET como adyuvante
en la formulacion de vacunas con un antigeno, en el que el antigeno se puede seleccionar entre un antigeno vacunal
atenuado vivo, un antigeno vacunal inactivado, un antigeno vacunal subunitario, un antigeno vacunal conjugado y un
antigeno vacunal recombinante o cualquier combinacién de los mismos.

En otra realizacion, la presente invencion da a conocer una formulacion de vacuna que comprende un compuesto de
férmula VIl como adyuvante.

HO
HO O
O OH
H o)
e

0P NH,
(VIID)

en el que R es alquilo lineal seleccionado entre metilo, etilo, propilo, butilo.

En otra realizacién, la presente invencién da a conocer una formulacién de vacuna que comprende el compuesto
acido (4R)-5-amino-4-((2S)-2-((2R)-2-(((3R,4R,5S,6 R)-3-((etoxicarbonil)amino)-2,5-dihidroxi-6-
(hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-4-il)oxi)propanamido)propanamido)-5-oxopentanocico (MDP-ET), tal como se
muestra en la estructura siguiente, como adyuvante
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En el que la formulacién de vacuna se puede seleccionar entre una vacuna bacteriana, una vacuna viral o cualquier
patégeno infeccioso potencial contra mamiferos.

DESCRIPCION BREVE DE LAS FIGURAS

Figura 1: la figura representa la curva de respuesta a la dosis de MDP-ET. El eje X representa la concentracion en
escala logaritmica y el eje Y representa el % de respuesta. Los valores del eje Y se normalizaron tomando el valor
mas pequeno o la absorbancia baja como el 0 % y el valor mas grande o la absorbancia elevada como el 100 %.
Este grafico indica una ECso de 0,22 pg/ml, la concentracién a la que el adyuvante muestra la mitad de la respuesta
maxima. Cada punto del conjunto de datos se representa como promedio + D.E., que se obtuvo de tres
experimentos independientes realizados por duplicado.

Figura 2: la figura representa la toxicidad celular de MDP-ET. El eje X representa la concentracion en escala
logaritmica y el eje Y representa el % de toxicidad. Este gréafico indica una ICsp de 410 pg/ml. Se descubrié que la
concentracién requerida para causar la muerte celular era de 410 ug/ml. Cada punto del conjunto de datos se
representa como promedio + D.E., que se obtuvo de tres experimentos independientes realizados por duplicado.

Figura 3: efecto del analogo de MDP-ET sobre la proliferacién de esplenocitos.

Figura 4: respuestas de hipersensibilidad de tipo retardada en ratones a los que se les administr6 MDP-ET+OVA,
MDP+OVA y OVA y PBS solos.

Figura 5a: esta figura muestra un titulo de punto final especifico de hepatitis B en presencia y ausencia de MDP-ET.
Los nimeros entre paréntesis indican la concentracion de MDP-ET administrada para vacunacion junto con HBsAg.
El eje Y representa la dilucion de sueros analizada en ELISA.

Figura 5b: esta figura representa la polarizaciéon Tyl y Th2 obtenida en presencia y ausencia de MDP-ET. Los
nameros entre paréntesis indican la concentracion de MDP-ET administrada para vacunacién junto con HBsAg.

Figura 5c¢: esta figura muestra el titulo de punto final de anticuerpos de rPvRIl en presencia y ausencia de MDP-ET.
Los numeros entre paréntesis indican la concentracion de MDP-ET administrada para vacunacién junto con rPvRII.
El eje Y representa la dilucion de sueros analizada en ELISA.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion da a conocer nuevos compuestos derivados del dipéptido muramilo (MDP) de férmula general
VIII, el proceso de sintesis, nuevos compuestos intermedios utilizados en la sintesis y utilizaciones de los mismos
como adyuvantes en preparaciones inmunogénicas.
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0P NH,

Férmula estructural general Vil

R es alquilo lineal seleccionado entre metilo, etilo, propilo, butilo. En una realizacion, el alquilo es etilo (R = etilo). El
grupo arilo de ejemplo se puede seleccionar, sin limitacién, entre fenilo, naftilo, tienilo, indolilo, etc. El grupo arilo
puede ser un arilo sustituido.

R en la férmula VIII es alquilo, en el que alquilo es tal como se ha definido anteriormente. Cuando R es alquilo
(R = alquilo), el nuevo compuesto derivado del dipéptido muramilo de formula VIl de la presente invencién es acido
(4R)-5-amino-4-((2S)-2-((2R)-2-(((3R,4R,5S,6 R)-3-((alcoxicarbonil)amino)-2,5-dihidroxi-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-
piran-4-il)oxi)propanamido)propanamido)-5-oxopentanoico.

En una realizacion, R en la féormula VIl es etilo (R = etilo). Cuando R es etilo, el nuevo compuesto derivado del
dipéptido de muramilo de la presente invencion es &cido (4R)-5-amino-4-((2S)-2-((2R)-2-(((3R,4R,5S,6R)-3-
((etoxicarbonil)amino)-2,5-dihidroxi-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-4-il)oxi)propanamido)propanamido)-5-
oxopentanoico, tal como se muestra a continuacion en la formula estructural VIII (cuando R es etilo):

07 NH (MDP-ET)

[Formula VI, cuando R = Etilo]

Los nuevos compuestos derivados del dipéptido de muramilo de férmula general VIII (cuando R es tal como se
define anteriormente), que incluyen el derivado de alcoxicarbonilo (cuando R es alquilo) y el acido (4R)-5-amino-4-
((2S)-2-((2R)-2-(((3R,4R,5S,6 R)-3-((etoxicarbonil)amino)-2,5-dihidroxi-6- (hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-4-
il)oxi)propanamido)propanamido)-5-oxopentanoico de formula VIII (cuando R es etilo), se sintetizan secuencialmente
mediante las etapas de reaccién que se muestran a continuaciéon y que se mencionan por separado en el esquema
Ay el esquema B.

Los nuevos compuestos derivados de MDP que tienen la férmula estructural general VIII, incluida la férmula VIII
cuando R es alquilo (derivado de alcoxicarbonilo) o R es etilo (MDP-ET), tal como se han mostrado anteriormente,
se sintetizan segun el proceso representado en el esquema B. Ademas, el compuesto de partida, éster bencilico de
L-alanil-D-isoglutamina, que se utilizé en la sintesis de los nuevos compuestos derivados de MDP que tienen la
féormula estructural general VIII, incluida la férmula VIII cuando R es alquilo o etilo (MDP-ET), tal como se muestra a
continuacioén en el esquema B, se sintetizd, segln el esquema A (sintesis del dipéptido de partida) que se muestra a
continuacién. A partir del mismo, se obtienen nuevos compuestos derivados de MDP de férmula VIII que incluyen
MDP-ET, segun reacciones por etapas, tal como se menciona en el esquema B.
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El ESQUEMA-B para la sintesis del derivado del péptido muramilo de férmula estructural-VIll se representa a

continuacion:

HO o T T Proteccion con ph ) L
HO O  Bencilacion l()’ﬁg‘y bencilideno H% Desadliacion
O I . (813 ] ”(} NHAC QH-T) NEHAc OB
NHAC
| 1]
’nh/‘:\"() ¢ . 1),,.\ s H‘h/’%‘)lu
O~ J Reacilacion F’h'/'% 0 O-alquilacion ;3/]\\,‘
HO-— N1l Bn » 1O OB HN g
Vo W 17'-0 VI
=0 on @
0 =
R
P07 o = .
O HO ;
0="T™ HO ° |
:( N “OBn Odt=Son |
. Qo \;O
0% >N O Eliminacion de o TNI o ;
0, B —= 0, Ra ;
O grupos 1
TN EIN s |
“-\\'7‘/\ 0B protectores \g/\/“\(m i
A Pt
0% NH, 0% “NH, ;
Formula estructural VII|
(MDP-ET)
5
En el que R = alquilo (tanto lineal como ramificado), arilo, arilo sustituido y alcoxialquilo.
Cuando R = etilo, la formula VIl es MDP-ET.
ESQUEMA-B
10
El ESQUEMA-A para la sintesis del éster bencilico de L-alanil-D-isoglutamina del nuevo compuesto de dipéptido
muramilo se representa a continuacion:
ESQUEMA PARA LA SINTESIS DEL DIPEPTIDO
)J\/ KI\OH —> Bll())k/ Kk()ll —» B“O)l\/ KLOH —_—
HB.
Acido D- glutamlco 1
O O
Bn())]\/ NH, » Bn OJK/ "hl)Lan
VHBoc HN O
4 5 i
NHBoc
15
Reactivos y condiciones: a) BnOH, BF3-Et,O, t.a., 15 horas, 94 %; b) NaHCQ;, (Boc).O, THF,
H.0, t.a., 12 horas, 96 %; c) CICOOEt, Et;N, NH,OH, THF 0 °C a -15°C, 1,5 horas, 9 %; d) i.
TFA:CH.ClI,, seguido de ii. Boc-Ala, EDCI, DIPEA, THF, 0 °C a t.a., 6 horas, 87 %
20 ESQUEMA A
En otro aspecto, la presente invencion da a conocer nuevos compuestos intermedios de formula general V, VIy VI,
tal como se han mostrado anteriormente en el esquema B, que se utilizan en la sintesis de nuevos compuestos
derivados de MDP de formula general VIII anterior.
25

En una realizacion, la presente invencion da a conocer un compuesto intermedio con férmula estructural V, tal como
se representa a continuacion:

12
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Ph /\E)?,;\,L&%
Hﬂm OBn
\
==
' D/:

R

En una realizacion, la presente invencién da a conocer un compuesto intermedio con férmula estructural VI, tal como
se representa a continuacion:

P O
Ph"% 0
I‘Of HN ORBn
=0
0% o ©
R
Vi

En una realizacion, la presente invencion da a conocer un compuesto intermedio con férmula estructural VI, tal
como se representa a continuacion:

Pl (TN
Ph \U WO

O o
] B
0;\\ " ‘C}

N ©
Ox R 'e)
HN '*E/””“\)J\(m n
(J?};\ NHS Vil

R en cualquiera de la féormula V, férmula VI y férmula VII generales se selecciona entre cualquier grupo alquilo (tanto
lineal como ramificado), arilo, arilo sustituido y alcoxialquilo, tal como se ha definido anteriormente.

En una realizacién, R en los compuestos intermedios anteriores de formula V, férmula VI 'y formula VII generales es
alquilo.

En una realizacién, el compuesto intermedio de:

- La férmula V es ((4aR,6S,7R,8R,8aS)-6-(benciloxi)-8-hidroxi-2-fenilhexahidropirano[3,2-d][1,3]dioxin-7-il)carbamato
de etilo;

- La férmula VI es acido (2R)-2-(((4aR,6S,7R,8R,8aS)-6-(benciloxi)-7-((etoxicarbonil)amino)-2-
fenilhexahidropirano[3,2-d][1,3]dioxin-8-il)oxi)propanoico; y

- La formula VII es (4R)-5-amino-4-((2S)-2-((2R)-2-(((4aR,6S,7 R,8R,8aS)-6-(benciloxi)-7-((etoxicarbonil)amino)-2-
fenilhexahidropirano[3,2-d][1,3]dioxin-8-il)oxi)propanamido)propanamido)-5-oxopentanoato de bencilo.

En otro aspecto, la presente invencién da a conocer un proceso para la sintesis de un nuevo compuesto derivado de
MDP de formula VIII que implica las etapas de reaccion que se describen en el esquema A anterior (sintesis del
éster bencilico de L-alanil-D-isoglutamina) y el esquema B (sintesis del nuevo derivado de MDP de férmula VIII).

El compuesto 2 se sintetiza proporcionando una mezcla de acido D-glutdmico [compuesto 1] y sulfato de sodio

anhidro (Na2SO4) suspendido en alcohol bencilico y trifluoruro de boro (BF3). A esta mezcla se le afiade éter dietilico
y la suspension se agita a temperatura ambiente (t.a.), seguido de dilucion con THF absoluto y filiracién con ayuda
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de carbdon vegetal. El tratamiento posterior con trietilamina, concentracién, precipitacién, seguido de lavado
proporciona el acido (R)-2-amino-5-(benciloxi)-5-oxopentanoico [compuesto 2].

El compuesto 3 se prepara proporcionando una solucion del compuesto 2, afiadiendo dicarbonato de di-terc-butilo
(Boc20) en dioxano y agua a baja temperatura, tal como 0 °C y agitando durante toda la noche. A continuacion, se
elimina el disolvente a presion reducida y el residuo se diluye con agua, se basifica con carbonato de sodio (NazCOs)
y se lava con acetato de etilo (EtOAc), se ajusta a pH 2-3 con una solucion acuosa de HCI y se extrae con EtOAc,
seguido de procesamiento adicional para obtener el acido (R)-5-(benciloxi)-2-(terc-butoxicarbonil)-5-oxopentanoico
[compuesto 3].

El compuesto 4 se sintetiza proporcionando el compuesto 3 en tetrahidrofurano (THF), afiadiendo cloroformiato de
etilo y trietilamina a baja temperatura, tal como 0 °C. La mezcla de reaccidén se agita a baja temperatura y, a
continuacion, se enfria hasta baja temperatura (tal como -15 °C), seguido de la adicién de una solucién metandlica
de amoniaco y se enfria posteriormente hasta temperatura negativa y se le afiade acetato de etilo. Después de lavar
la fase organica con agua, seguido de lavado con solucién acuosa saturada de cloruro sodico, secado, eliminacion
del disolvente al vacio y purificacion, se obtiene el (R)-5-amino-4-((terc-butoxicarbonil)amino)-5-oxopentanoato de
bencilo [compuesto 4].

Se disuelve el éster bencilico de t-butoxicarbonil-D-isoglutamina [compuesto 4] en acido trifluoroacético frio y la
solucién resultante se agita a temperatura ambiente y, a continuacion, se elimina el &cido trifluoroacético y el residuo
se tritura con éter dietilico (Et2O) para obtener trifluoroacetato de éster bencilico de D-isoglutamina oleoso. Por
separado, a t-butoxicarbonil-L-alanina en THF anhidro, se afnaden 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDCI)
e hidroxibenzotriazol (HOBt) y se agita a temperatura ambiente. A esta solucidn, se afiade trifluoroacetato de éster
bencilico de D-isoglutamina (disuelto en THF), seguido de N,N-diisopropiletilamina (DIPEA). Después de agitar y
concentrar, el residuo se extrae con EtOAc, se lava y se seca para obtener un residuo. Después un lavado posterior
y recristalizacion, se proporciona (R)-5-amino-4-((S)-2-((terc-butoxicarbonil)amino)propanamido)-5-oxopentanoato de
bencilo [compuesto 5].

En otro aspecto, la presente invencion da a conocer un proceso para la preparacién de un compuesto derivado de
dipéptido de muramilo de formula VIII.

HO
HO O
O OH
HN_ O
NH \gq

0P NH,

Férmula Vil
en la que R es tal como se define en los parrafos anteriores.
El proceso comprende las siguientes etapas (a) a (9):
Etapa-a: Bencilacion anomérica de N-acetil D-glucosamina (l):

La etapa (a) implica la bencilacién anomérica de un compuesto de féormula | para obtener un compuesto de formula
II, tal como se presenta esquematicamente a continuacion:

Hgo o  Bencilacion HISO 0
— HO
HO—" |y Xa0H NHACOBn

La bencilacién anomérica tiene lugar tratando el compuesto de formula | con alcohol bencilico con agitacion. La

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES2930246 T3

reaccion se puede llevar a cabo en presencia de una resina de intercambio iénico, tal como Amberlite u otra resina.
La reaccion se puede realizar a una temperatura de, aproximadamente, 70 a 90 °C. Preferentemente, en una
realizacion, la agitacion se realiza a 80 °C y la evaporacion se realiza a 90 °C.

El residuo después de la filtracion de la mezcla se recoge en disolventes alcohdlicos calientes y se filtra.
Preferentemente, el disolvente alcohdlico utilizado es isopropanol. La cristalizacién posterior proporciona un sélido
cristalino blanco. El solido obtenido se puede lavar con un disolvente alcohdlico, tal como isopropanol y, a
continuacion, con éter.

Etapa-b: Proteccion con bencilideno

La etapa (b) implica la proteccién con bencilideno del compuesto de férmula |l para obtener un compuesto de
formula I, tal como se presenta esquematicamente a continuacion;

Proteccion con  pp, 0
Hgo O bencilideno /% 0
HO
HO NHACOBH NHACOBn

Esta proteccion con bencilideno se realiza tratando el compuesto de férmula estructural Il con benzaldehido anhidro.
La reaccion se puede realizar en presencia de cloruro metalico. En una realizacion, el cloruro metélico utilizado es
cloruro de zinc.

La mezcla se agita a temperatura ambiente durante 18 a 22 horas, preferentemente, durante 20 horas vy, a
continuacioén, se agita a 35 a 45 °C, preferentemente, a 40 °C durante 3 a 5 horas para disolver una pequena
cantidad de sélido restante, seguido de agitacién a temperatura ambiente durante 16 a 20 horas, preferentemente,
18 horas.

Después de agitar adecuadamente, la solucién de reaccién se diluye con disolventes, se agita y se almacena. En
una realizacion, la solucién de reaccién se diluye con éter de petrdleo, etanol absoluto y agua (H20), seguido de
agitacion adicional a temperatura ambiente durante 1-2 dias y se almacena a 0 °C durante 8 a 12 dias.

El precipitado formado se lava y se resuspende en disolvente. En una realizacion, el disolvente de lavado es EtOH
absoluto y se resuspende en éter dietilico. Después de secar se obtiene 2-acetamido-4-6-O-benciliden-2-desoxi-D-
glucopiranésido de bencilo [compuesto lll]. El secado se puede realizar al vacio a temperatura ambiente sobre
pentdxido de fosforo (P20s).

Etapa-c: Desacilacion

La etapa (c) implica la desacilacion del compuesto de férmula Il para obtener un compuesto de férmula 1V, tal como
se presenta esquematicamente a continuacion;

0]
Ph/%O O Desacilacion Ph/YH)o 0
HO \H ACOBH—» NH2 OBn

ni IV

La desacilacion de la férmula 11l se lleva a cabo tratando con alcohol, tal como etanol absoluto, en presencia de una
base, seguido de reflujo. La base puede ser hidréxido de potasio (KOH), hidroxido de sodio (NaOH), hidréxido de
litio (LiOH), hidroxido de calcio (CaOH), etc. En una realizacion, la base utilizada es hidroxido de potasio (KOH).

El reflujo se realiza bajo nitrégeno (N2) durante 8-12 horas, preferentemente, 10 horas y, a continuacion, se vierte en
agua caliente.

La suspensién se agita a baja temperatura (tal como -5°C) durante toda la noche durante 14 a 18 horas,
preferentemente, 16 horas.

El producto obtenido se filtra y se recristaliza. La recristalizacién se puede realizar en un disolvente, tal como agua,
alcohol, tal como etanol, tetrahidrofurano (THF), éter diisopropilico o una mezcla de los mismos. En una realizacion,
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el producto se recristaliza en EtOH-agua, seguido de la recristalizacién en tetrahidrofurano y éter diisopropilico (THF
e i-Pr20).

Etapa-d: Acilacion

La etapa (d) implica volver a acilar el compuesto de férmula IV con un agente acilante adecuado en presencia de un
disolvente basico, para obtener un compuesto de férmula V, tal como se presenta esquematicamente a

continuacién;
Ph/%%\\k Reacilacion Ph/%/%i‘4
HO H, OBn

N

v v
h

El agente acilante adecuado es un agente acilante organico seleccionado entre cloroformiato de alquilo,
cloroformiato de alcoxialquilo, en el que el grupo alquilo comprende estructuras tanto lineales como ramificadas,
cloroformiato de arilo y un grupo arilo sustituido. En una realizacién preferente, el agente acilante organico utilizado
en la etapa (d) es cloroformiato de etilo. El agente acilante se afiade lentamente.

El disolvente basico en la etapa de acilacion (d) se puede seleccionar entre piridina anhidra, diisopropiletilamina,
trietilamina y N,N-dimetilaminopiridina (DMAP) o una mezcla de los mismos. En una realizacion preferente, el
disolvente utilizado en la etapa (d) es piridina anhidra.

En una realizacién, la etapa (d) se realiza en presencia de otro disolvente organico adecuado. En una realizacion,
otro disolvente organico utilizado en la etapa (d) es diclorometano.

El agente acilante se afiade a la mezcla de reaccién lentamente a baja temperatura. En una realizacion preferente,
la mezcla de reaccion se enfria hasta 0 °C y, a continuacién, se afiade cloroformiato de etilo, seguido de agitacion y
se deja reposar durante toda la noche a temperatura ambiente.

De este modo, en una realizacién preferente, el compuesto de férmula IV se trata con cloroformiato de etilo en
presencia de piridina anhidra como disolvente en presencia de diclorometano destilado.

A continuacion, la mezcla de reaccion se diluye con un disolvente, se lava, se filtra y se seca.

En una realizacion, la mezcla de reacciéon se diluye con diclorometano y se lava sucesivamente con agua,
bicarbonato de sodio acuoso saturado y agua, se seca con sulfato de magnesio (MgSQO4) y, a continuacién, se filtra'y
el filirado se evapora a sequedad para dar el compuesto de férmula V. Se puede realizar purificacion cromatografica,
tal como cromatografia ultrarrapida en gel de silice.

Etapa-e: O-alquilacion

La etapa (e) implica la O-alquilacion del compuesto de férmula V mediante el tratamiento con &cido
L-2-cloropropanoico en presencia de un disolvente para obtener un compuesto de férmula VI;

PO 0
Ph/% O O-alquilacion

L I(’ii -

El disolvente en la etapa de O-alquilacién (e) es dioxano anhidro. También se puede utilizar cualquier otro disolvente
inerte similar de alto punto de ebullicién.

La reaccién se puede realizar en presencia de un hidruro metalico, tal como hidruro sédico, hidruro potasico, hidruro
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calcico, etc. En una realizacién preferente, el hidruro metélico utilizado en la etapa (e) es hidruro sodico.

Inicialmente, el hidruro metélico se afiade a una temperatura de 90 a 100 °C. Preferentemente, se afiade un hidruro
metadlico, tal como hidruro sédico, a 95 °C.

Después de algun tiempo, tal como de 1 a 2 horas, la temperatura se baja hasta, aproximadamente, 50 a 75 °C con
agitacion durante toda la noche y, a continuacién, se enfria con agua. En una realizacién, la temperatura se reduce
hasta 65 °C. Después del procesamiento posterior, extraccion y secado, se obtiene el compuesto deseado de
férmula VI.

La mezcla acuosa del compuesto se puede extraer con disolventes, tales como éter dietilico, cloroformo o una
combinacién de los mismos.

Etapa-f: Acoplamiento peptidico
La etapa (f) implica el acoplamiento del péptido tratando el compuesto de féormula VI con trifluoroacetato de éster

bencilico de L-alanil-D-isoglutamina, para obtener un compuesto de férmula VII, tal como se presenta
esquematicamente a continuacion;

0 O/\A/O
NN 0T
) \(/ HN OBn
AO7 N 0B P =0
) >: 0 Acoplamiento peptidico NG \VH 0
07on € O%{K R(‘)
R U
HN
\{\«Jj\oan
Vi O%NH: Vi

El compuesto peptidico 5 obtenido mediante el proceso mostrado en el esquema A se acopla con el compuesto de
formula VI. El compuesto 5 (éster bencilico de t-butoxicarbonil-L-alanil-D-isoglutamina) se disuelve en un disolvente
y la solucién resultante se agita a temperatura ambiente durante unos minutos. A continuacién, se elimina el
disolvente y el residuo se tritura con Et2O para obtener trifluoroacetato de éster bencilico de L-alanil-D-isoglutamina.

El acoplamiento tiene lugar en condiciones estandar de acoplamiento de carbodiimida, tales como en presencia de
1-etil-3-(-3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDCI) e hidroxibenzotriazol (HOB).

El disolvente en la etapa (f) se puede seleccionar entre acido trifluoroacético (TFA) y tetrahidrofurano (THF) o una
mezcla de los mismos. En una realizacion, el disolvente utilizado en la etapa (f) es acido trifluoroacético frio (TFA).
En otra realizacién, el disolvente utilizado en la etapa (f) es THF. En otra realizacién, el disolvente en la etapa (f)
implica tanto TFA como THF.

La etapa (f) se puede realizar en presencia de una base. En una realizacion, la base es N,N-diisopropiletilamina
(DIPEA).

La mezcla de reaccién se agita a temperatura ambiente durante 12 a 18 horas, preferentemente, 15 horas. Después
de concentrar, el residuo se puede extraer con un disolvente organico, tal como cloroformo, y la fase organica se
lava, seca y evapora. El residuo obtenido se puede purificar en columna de gel de silice mediante elucién con el
disolvente, tal como cloroformo, alcoholes, tales como metanol, etanol, etc. 0 mezclas de los mismos. En una
realizacion, se utiliza para la elucién una mezcla de cloroformo-metanol.

Etapa-g: Desproteccion

La etapa (g) implica la desproteccion del compuesto de férmula VII para obtener el compuesto deseado
representado por la formula VIII, tal como se presenta esquematicamente a continuacion;
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La desproteccién se lleva a cabo tratando el compuesto de férmula VII con un acido para eliminar los grupos
protectores para obtener el compuesto deseado representado por la formula estructural VI, en la que R en los
compuestos anteriores es alquilo (tanto lineal como ramificado), arilo, arilo sustituido, alcoxiarilo. Cuando R en los
compuestos anteriores es etilo, el compuesto de férmula VIl es MDP-ET. En una realizacion, el acido utilizado en la
etapa (g) para la desproteccion es acido acético glacial.

La desproteccion se puede realizar en presencia de un catalizador. En una realizacion, el catalizador utilizado en la
etapa (g) es negro de paladio.

Una solucion del compuesto de formula VIl se disuelve en acido, se le afiade un catalizador y el compuesto se
hidrogenoliza durante 3 a 5 dias de la forma habitual.

El catalizador se separa por filtracion y, después de la adicion de agua, el filtrado se evapora a presion reducida. El
residuo se puede purificar en columna. En una realizacion, el residuo se disuelve en un pequefio volumen de &cido
acético y, a continuacion, se aplica a una columna de Sephadex LH-20. Las fracciones purificadas se pueden
liofilizar. Se puede seleccionar cualquier otra columna adecuada.

En la realizacion del proceso anterior, R en el compuesto derivado del dipéptido muramilo de férmula VIl representa
cualquier grupo alquilo (tanto lineal como ramificado), arilo, arilo sustituido y alcoxialquilo o tal como se define
anteriormente en los parrafos anteriores.

En una realizacion preferente, R en el compuesto derivado de dipéptido de muramilo de formula VIII representa
alquilo. En otra realizacién preferente, R es alquilo que es etilo.

En una realizacién preferente, el proceso descrito anteriormente da a conocer el compuesto derivado de dipéptido
de muramilo de formula VIIlI que es acido (4R)-5-amino-4-((2S)-2-((2R)-2-(((3R,4R,5S,6 R)-3-((etoxicarbonil)amino)-

2,5-dihidroxi-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-4-il)oxi)propanamido)propanamido)-5-oxopentanoico (MDP-ET),
cuando R en la formula VIl es etilo (C2H5), estructuralmente tal como se presenta a continuacion.

HO
HN.__ O
o) NH \f

ﬁ/\ o

O/\NHZ

\

(MDP-ET)

En otro aspecto, la presente invencion da a conocer un proceso para la preparacién del acido (4R)-5-amino-4-((2S)-
2-((2R)-2-(((3R,4R,5S,6 R)-3-((etoxicarbonil)amino)-2,5-dihidroxi-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-4-
il)oxi)propanamido)propanamido)-5-oxopentanoico (MDP-ET) que comprende las etapas de:

(a) bencilacién anomérica de N-acetil-D-glucosamina (I) para obtener 2-acetamido-2-desoxi-a-D-glucopiranésido
de bencilo (Il);
(b) proteccion con bencilideno de 2-acetamido-2-desoxi-a-D-glucopiranédsido de bencilo (ll) para obtener 2-
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acetamido-4,6-O-benciliden-2-desoxi-D-glucopirandsido de bencilo (lll);

(c) desacilacion de 2-acetamido-4,6-O-benciliden-2-desoxi-D-glucopiranédsido de bencilo (lll) para obtener 2-
amino-4,6-0-benciliden-2-desoxi-a-D-manopiranésido de bencilo (IV);

(d) reacilacién con un agente acilante organico, cloroformiato de etilo, en presencia de piridina anhidra como
disolvente, de 2-amino-4,6-O-benciliden-2-desoxi-a-D-manopiranésido de bencilo (IV) para obtener
((4aR,6S,7R,8R,8aS)-6-(benciloxi)-8-hidroxi-2-fenilhexahidropirano[3,2-d][1,3]dioxin-7-il)carbamato etilo (V);

(e) O-alquilacién de ((4aR,6S,7R,8R,8aS)-6-(benciloxi)-8-hidroxi-2-fenilhexahidropirano[3,2-d][1,3]dioxin-7-il)
carbamato de etilo (V) en presencia de dioxano anhidro como disolvente para obtener el acido (2R)-2-
(((4aR,6S,7R,8R,8aS)-6-(benciloxi)-7-((etoxicarbonil)amino)-2-fenilhexahidropirano[3,2-d][1,3]dioxin-8-
iloxi)propanoico (VI);

(f) acoplamiento peptidico del acido (2R)-2-(((4aR,6S,7R,8R,8aS)-6-(benciloxi)-7-((etoxicarbonil)amino)-2-
fenilhexahidropirano[3,2-d][1,3]dioxin-8-il)oxi)propanoico (VI) con trifluoroacetato de éster bencilico de L-alanil-D-
isoglutamina para obtener (4R)-5-amino-4-((2S)-2-((2R)-2-(((4aR,6S,7 R,8R,8aS)-6-(benciloxi)-7-
((etoxicarbonil)amino)-2-fenilhexahidropirano[3,2-d][1,3]dioxin-8-il)oxi)propanamido)propanamido)-5-
oxopentanoato de bencilo (VIl);

(g) desproteccion de (4R)-5-amino-4-((2S)-2-((2R)-2-(((4aR,6S, 7R,8R,8aR)-6-(benciloxi)-7-((etoxicarbonil)amino)-
2-fenilhexahidropirano[3,2-d][1,3]dioxin-8-il)oxi)propanamido)propanamido)-5-oxopentanoato de bencilo (VII) en
presencia de &cido acético glacial para obtener el &cido (4R)-5-amino-4-((2S)-2-((2R)-2-(((3R,4R,5S,6R)-3-
((etoxicarbonil)amino)-2,5-dihidroxi-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-4-il)oxi)propanamido)propanamido)-5-
oxopentanoico (féormula VIII (MDP-ET)), cuando R es etilo.

El proceso anterior se explica adicionalmente por medio de ejemplos que se proporcionan a continuacion.

Los nuevos compuestos derivados de MDP de férmula general VIII, que incluyen MDP-ET, poseen un elevado
potencial de propiedades inmunomoduladoras.

En otro aspecto, la presente invencién da a conocer la utilizacion de nuevos compuestos derivados de MDP de
formula general VI, que incluyen MDP-ET, como adyuvante en las preparaciones inmunogénicas y formulaciones
de vacunas.

En otro aspecto, la presente invencion da a conocer una formulaciéon de vacuna que comprende nuevos compuestos
derivados de MDP de formula general VIII como adyuvante.

En aspectos adicionales de la presente invencién, se evalla la actividad del nuevo derivado de dipéptido muramilo
de la presente invencion. La seguridad del nuevo derivado de dipéptido muramilo de la presente invencion se
establece mediante ensayos de citotoxicidad y pirogenicidad.

Ademas, en realizaciones adicionales de la presente invencion, se muestra que la inmunogenicidad in vivo del nuevo
derivado de dipéptido muramilo, segun la presente invencién, produce un aumento, como minimo, de 4 veces en los
titulos de anticuerpos cuando se utiliza como adyuvante con diversos antigenos de vacunas, por lo que es capaz de
generar tanto la respuesta inmunitaria humoral como la mediada por células.

La formulacién de vacuna comprende un antigeno que se puede seleccionar entre un antigeno vacunal vivo
atenuado, un antigeno vacunal inactivado, un antigeno vacunal subunitario, un antigeno vacunal conjugado y un
antigeno vacunal recombinante o cualquier combinacién de los mismos.

Opcionalmente, la formulacién puede comprender o no comprender uno o mas de los excipientes, diluyentes y otros
aditivos farmacéuticamente aceptables que puedan ser necesarios para formular la formulacion de vacuna.

Sin limitacién, la formulacién de vacuna anterior puede ser una vacuna bacteriana, una vacuna viral o cualquier
patégeno infeccioso potencial contra los mamiferos.

EJEMPLOS:

Los nuevos derivados de MDP, su sintesis y los nuevos intermedios utilizados para la sintesis y evaluacion de estos
nuevos derivados de MDP como adyuvantes, se explican y demuestran adicionalmente por medio de los siguientes
ejemplos, que no constituyen limitacion.

Las etapas de reaccion mostradas en el esquema A anterior se describen con méas detalle en los ejemplos
experimentales siguientes.

Ejemplo 1.1: ESQUEMA-A: Procedimiento experimental para la sintesis de éster bencilico de
L-alanil-D-isoglutamina:

El nuevo derivado de MDP, tal como se describe y se da a conocer en la presente invencion, contiene una entidad
dipeptidica de L-alanil-D-isoglutamina. El éster bencilico de L-alanil-D-isoglutamina requerido para la preparacion
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final del nuevo compuesto de dipéptido de muramilo, segun la presente invencion, se sintetiz6 mediante el
procedimiento que se muestra en el esquema A de reaccion anterior y tal como se describe a continuacion.

Ejemplo-1.1.1: (Etapa-a): Preparacion del acido (R)-2-amino-5-(benciloxi)-5-oxopentanoico [compuesto 2]

Una mezcla de acido D-glutamico [compuesto 1] (4,0 g, 27,2 mmol) y sulfato de sodio anhidro (Na:SO4 en una
cantidad de 4,0 g) se suspendi6 en alcohol bencilico (50 ml, 484 mmol) y trifluoruro de boro (BF3). A esta mezcla se
le anadié éter dietilico (Et2O, 7,4 ml, equivalente a 54,4 mmol) por medio de una jeringa. La suspension se agité a
temperatura ambiente (t.a.) durante 15 horas. La mezcla se diluy6 con THF absoluto (150 ml) y se filtr6 con ayuda
de carbon vegetal. El filtrado transparente se trat6é con trietilamina (EtsN en una cantidad de 8,2 ml, 59,2 mmol) y se
concentré al vacio hasta que se formé un residuo viscoso. Este residuo viscoso se triturd con acetato de etilo (EtOAc
en una cantidad de 200 ml) y el sélido precipitado se aislé por succion y se lavo con disolvente adicional para
obtener el compuesto 2 como un sélido blanco (6,04 g, 94 %, con respecto al material de partida).

Ejemplo-1.1.2 (Etapa-b): Preparacion del acido (R)-5-(benciloxi)-2-(terc-butoxicarbonilamino)-5-
oxopentanoico [compuesto 3]

A una solucién del compuesto 2 (6,0 g, 25,3 mmol) se le afiadi6 dicarbonato de di-terc-butilo (Boc2O en una cantidad
de 6,62 g, 30,36 mmol) en dioxano y agua (1:1, 40 ml) a 0 °C y la mezcla se agité durante toda la noche (16 horas).
El disolvente se eliminé a presion reducida y el residuo se diluyé con agua (30 ml), se basifico con carbonato de
sodio (Na2COs3) y se lavd con acetato de etilo (EtOAc) (3 x 100 ml). La capa acuosa se ajusté a pH 2-3 con una
solucion acuosa de HCI 5 M y se extrajo con EtOAc (4 x 100 ml). Los extractos organicos combinados se lavaron
con solucién acuosa saturada de cloruro sédico, se secaron sobre NaxSOs y el disolvente se elimind a presién
reducida para obtener el acido (R)-5-(benciloxi)-2-(terc-butoxicarbonil)-5-oxopentanoico [compuesto 3] (8,19 g, 96 %)
como un aceite incoloro viscoso con las siguientes caracteristicas de RMN.

RMN 1H (CDCls): 7,38-7,31 (m, 5H), 5,13 (s, 1H), 2,61-2,41 (m, 2H), 2,23-1,99 (m, 2H), 1,43 (s, 9H). ESI MS:

Ejemplo-1.1.3 (Etapa-c): Preparacion de (R)-5-amino-4-((terc-butoxicarbonil)amino)-5-oxopentanoato de
bencilo [compuesto 4]

Se prepar6 una solucion del compuesto 3 acido anterior (7,0 g, 20,8 mmol) en tetrahidrofurano (THF en una cantidad
de 15 ml) y se le anadi6 cloroformiato de etilo (2,7 ml, 28,36 mmol) y trietilamina (4,21 ml, 30,25 mmol) a 0 °C. La
mezcla de reaccion se agitdé a 0 °C durante 0,5 horas, a continuacién, se enfrié hasta -15 °C, seguido de la adicion
de una solucion metandlica de amoniaco (25 ml, 4,0 M). A continuacion, la mezcla de reaccion se agité a -15 °C
durante otras 1,5 horas y se diluy6é con acetato de etilo (200 ml). La fase organica se lavé en primer lugar con agua
tres veces (100 ml x 3) y, a continuacion, se lavé con solucién acuosa saturada de cloruro sédico (100 ml) y se secé
sobre sulfato de sodio anhidro. El disolvente se eliminé al vacio y el residuo se purific6 mediante cromatografia
ultrarrapida para proporcionar el compuesto 4 deseado (6,63 g, rendimiento del 95 %) como un sélido blanco y con
las siguientes caracteristicas de RMN.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls): § 7,35-7,30 (m, 5H), 5,12 (S, 2H), 3,70 (s, 2H), 2,58-2,42 (m, 2H), 2,31-2,19 (m, 2H)
1,43 (s, 9H); ESI MS: 337(M").

Ejemplo-1.1.4 (Etapa-d): (R)-5-amino-4-((S)-2-((terc-butoxicarbonil)amino)propanamido)-5-oxopentanoato de
bencilo [compuesto 5]

Se disolvié éster bencilico de t-butoxicarbonil-D-isoglutamina [compuesto 4] (6,5 g, 19,3 mmol) en &cido
trifluoroacético frio (20 ml) y la solucién resultante se agitd a temperatura ambiente durante 15 minutos. A
continuacion, se elimind el acido trifluoroacético y el residuo se triturd6 con éter dietilico (Et-O) para obtener
trifluoroacetato de éster bencilico de D-isoglutamina oleoso. El trifluoroacetato de éster bencilico de D-isoglutamina
oleoso se secd sobre granulos de hidroxido de sodio (NaOH) y se disolvié en THF.

Por separado, se mantuvo t-butoxicarbonil-L-alanina (4,012 g, 21,23 mmol) en THF anhidro. Se anadieron 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDCI en una cantidad de 4,46 g, 23,36 mmol) e hidroxibenzotriazol (HOBt en una
cantidad de 3,57 g, 23,36 mmol) a t-butoxicarbonil-L-alanina (4,012 g, 21,23 mmol) en THF anhidro y se agit6 a
temperatura ambiente (t.a.) durante 30 minutos. A esta solucion, se afadié trifluoroacetato de éster bencilico de
D-isoglutamina (disuelto en THF), seguido de N,N-diisopropiletilamina (DIPEA en una cantidad de 7,06 ml, 40,53
mmol). La reaccién se agitdé a temperatura ambiente durante 15 horas, a continuacion, la solucién se concentrd y el
residuo se extrajo con EtOAc (500 ml). La fase de EtOAc se lavé sucesivamente con bicarbonato de sodio al 5 %
(NaHCO3), acido citrico al 10 % y agua (200 ml x 3), a continuacion, se seco sobre NaSO4 y se evapord para
obtener un residuo. El residuo se triturd con éter de petrdleo para formar cristales que se recristalizaron en EtOAc-
éter de petréleo para producir el compuesto 5 (6,37 g, 81 %) como un soélido blanco con las siguientes
caracteristicas de RMN.

RMN de "H (300 MHz, CDCls): § 7,39-7,29 (m, 5H), 5,82 (s, 1H), 5,13-5,10 (m, 1H), 4,07 (m, 1H), 2,60-2,42 (m, 2H),
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2,27-1,97 (m, 2H), 1,32 (d, 3H); Masa para C1sH21N3O4. m/z calculado 307, encontrado 308 [M + H]*.
Ejemplo 1.2: ESQUEMA-B:

Ejemplo-1.2.1: Preparacion de 2-acetamido-2-desoxi-a-D-glucopirandsido de bencilo [compuesto II]
Bencilacion anomérica de N-acetil D-Glucosamina (l):

Se agité una mezcla de 2-acetamido-2-desoxi-D-glucopiranésido [compuesto 1], resina de intercambio i6nico
Amberlite IR 120 [H]* (15,0 g) en alcohol bencilico (125 ml) a 80 °C durante 3,5 horas. La mezcla de reaccion se
filtr6. El filtrado se evapor6 a presion reducida a 90 °C. El residuo se recogié en isopropanol caliente (60 ml) y se
filtr6. El filtrado se dejé cristalizar, el solido cristalino blanco se separ6 por filtracién, se lavd dos veces con
isopropanol frio (20 ml) y dos veces con éter (200 ml) para dar 2-acetamido-2-desoxi-D-glucopiranésido de bencilo
[compuesto 11] (5,62 g, rendimiento del 27 %).

Ejemplo-1.2.2: Preparacion de 2-acetamido-4,6-O-benciliden-2-desoxi-D-glucopiranésido de bencilo
[compuesto lil]

Proteccion con bencilideno:

Se afadi6 2-acetamido-2-desoxi-D-glucopiranésido de bencilo [compuesto 11] (4,98 g, 16,01 mol) a una mezcla bien
agitada de cloruro de zinc (5,0 g, 36,82 mmol) en benzaldehido anhidro (16,5 ml). Esta mezcla se agité a
temperatura ambiente durante 20 horas, a continuacién, se agité a 40 °C durante 4 horas para disolver una pequefa
cantidad del solido restante y, a continuacion, se agit6 a temperatura ambiente durante 18 horas. La solucion de
reaccion bien agitada se diluyd en este momento con éter de petréleo (30 ml), etanol absoluto (EtOH en una
cantidad de 10 ml) y 15 ml de agua (H20). La mezcla de reaccién se agité durante 2 dias a temperatura ambiente, a
continuacion, se almacen6 a 0 °C durante 11 dias. El precipitado de color blanco floculado formado de este modo se
recogioé en un embudo de frita de vidrio gruesa, se drend a fondo y, a continuacion, se lavé por resuspension en
EtOH absoluto (aproximadamente 50 ml). El sélido blanco finamente dividido se dren6 completamente, se volvié a
suspender en éter dietilico (aproximadamente 50 ml), se volvi6é a drenar completamente y, a continuacién, se secé al
vacio a temperatura ambiente sobre pentdxido de fésforo (P2Os) para obtener 2-acetamido-4,6-O-benciliden-2-
desoxi-D-glucopiranésido de bencilo [compuesto Ill] (4,17 g, rendimiento del 65,4 %) con las siguientes
caracteristicas de RMN.

RMN de 'H (CDCls): 7,37-7,82 (m, 10H), 5,5 (s, 1H), 4,2-4,9 (m, 4H), 3,3-3,8 (m, 4H), 2,5 (s, 3H), ESI MS: 400
(M*+1)

Ejemplo-1.2.3: Preparacion de 2-amino-4,6-O-benciliden-2-desoxi-a-D-manopirandésido de bencilo
[compuesto IV]:

Desacilacion:

Una mezcla del compuesto Ill (2,8 g, 6,7 mmol), 12 g de hidréxido de potasio (KOH) y EtOH al 95 % (40 ml) se
calenté a reflujo bajo nitrégeno (N2) durante 10 horas y, a continuacién, se vertié en agua caliente (150 ml). Los
grumos resultantes del producto bruto se desmenuzaron. La suspension se agité a -5 °C durante toda la noche
durante 16 horas. El producto se filtré y se recristalizé6 en EtOH-agua con decoloracién con carbdn vegetal, seguido
de recristalizacion en tetrahidrofurano y éter diisopropilico (THF e i-Pro0O) para obtener 2-amino-4,6-O-benciliden-2-
desoxi-a-D-manopirandsido de bencilo [compuesto 1V] (2,3 g, rendimiento del 95 %); p.f.: 129-131 °C; [oc]D25 +57,58
(c 2,2, DMF); IR (n en cm™: 3.450, 3.400, 750, 700; que tiene las siguientes caracteristicas de RMN:

RMN de 'H (CDCls): 7,37-7,82 (m, 10H), 5,5 (s, 1H), 4,9-3,3 (m, 8H), ESI MS: 358 (M*+ 1).

Procedimiento para la sintesis de acido (4R)-5-amino-4-((2S)-2-((2R)-2-(((3R,4R,5S,6 R)-3-
((etoxicarbonil)amino)-2,5-dihidroxi-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-4-il)oxi)propanamido)propanamido)-5-
oxopentanoico [compuesto VIII, cuando R = Etilo]:

Este producto se sintetiz6 tal como se describe a continuacién.

Ejemplo-1.2.4: Preparacion de ((4aR,6S,7R,8R,8aS)-6-(benciloxi)-8-hidroxi-2-fenilhexahidropirano[3,2-
d][1,3]dioxin-7-il)carbamato de etilo [compuesto V, cuando R = Etilo)]

Acilacion:

El compuesto IV se somete a reacilacién con un agente acilante organico adecuado para obtener un compuesto con
la formula estructural V, en la que dicho agente acilante organico se selecciona entre cloroformiato de alquilo,
cloroformiato de alcoxialquilo, en el que el grupo alquilo comprende estructuras tanto lineales como ramificadas,
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cloroformiato de arilo y un grupo arilo sustituido.

A una solucién del compuesto IV (1,07 g, 3,0 mmol) y piridina anhidra como disolvente (15 ml) en diclorometano
destilado (30 ml), enfriada a 0 °C, se afadié lentamente cloroformiato de etilo (0,648 g, 6,0 mmol) y la mezcla de
reaccion se agité durante toda la noche (durante 16 horas) a temperatura ambiente. Se puede utilizar cualquier otro
disolvente basico, tal como diisopropiletilamina, trietilamina, N,N-dimetilaminopiridina (DMAP) en diclorometano en
lugar de piridina anhidra. A continuacion, la mezcla de reaccion se diluy6 con diclorometano y se lavé sucesivamente
con agua, bicarbonato de sodio acuoso saturado y agua, se secOd con sulfato de magnesio (MgSQOs) vy, a
continuacion, se filtré y el filtrado se evaporé a sequedad para dar un sélido que se purificd por cromatografia
ultrarrapida en gel de silice, utilizando diclorometano-metanol como eluyente, para dar ((4aR,6S,7R,8R,8aS)-6-
(benciloxi)-8-hidroxi-2-fenilhexahidropirano[3,2-d][1,3]dioxin-7-il)carbamato de etilo [compuesto V] (1,09 g,
rendimiento del 85 %) con las caracteristicas de RMN indicadas:

RMN de 'H (CDCls): 7,2-7,5 (m, 10H), 5,6 (s, 1H), 5,4 (s, 1H), 4,7 (d, 1H), 4,6 (d, 1H), 4,4 (d, 1H), 4,2 (d, 1H), 3,7-3,9
(m, 4H), 1,4 (t, 3H), ESI MS: 430 (M")

Ejemplo-1.2.5: Preparacion de acido (2R)-2-(((4aR,6S,7R,8R,8aS)-6-(benciloxi)-7-((etoxicarbonil)amino)-2-
fenilhexahidropirano[3,2-d][1,3]dioxin-8-il)oxi)propanoico [compuesto VI, cuando R = Etilo)]

O-alquilacion:

A una solucion agitada del compuesto V (0,978 g, 2,28 mmol) en dioxano anhidro (30 ml) como diluyente, se afadié
hidruro de sodio a 95 °C (2,5 g) (suspension en aceite al 60 %). En lugar de dioxano anhidro, se puede utilizar
también cualquier otro disolvente inerte similar de alto punto de ebullicion. Después de 1 hora, se bajo la
temperatura (en otros disolventes se sube) hasta 65 °C y, a continuacion, se afadié una solucion de acido L-2-
cloropropiénico (1,6 g) en un pequefio volumen de dioxano. Después de 1 hora, se anadié 1 g adicional de hidruro
de sodio y la reaccion continué a 65 °C con agitacion y durante toda la noche (16 horas). A continuacion, se anhadié
cuidadosamente agua (150 ml) para enfriar la mezcla de reaccién. Se descartd una capa inferior de color oscuro que
se reveld y la capa superior se filtrd, se concentré parcialmente y se diluyé con agua (100 ml). La mezcla acuosa se
extrajo con éter dietilico y la capa acuosa se acidificd a pH ~3 a 0 °C y se extrajo con cloroformo (100 ml 3 veces).
Los extractos organicos combinados se secaron sobre sulfato de sodio anhidro y se evaporaron para dar el producto
deseado acido (2R)-2-(((4aR,6S,7R,8R,8aS)-6-(benciloxi)-7-((etoxicarbonil)amino)-2-fenilhexahidropirano[3,2-
d][1,3]dioxin-8-il)oxi)propanoico [compuesto VI] como un soélido blanco (0,926 g, rendimiento del 81 %) con las
siguientes caracteristicas de RMN: RMN de H (CDCl3): 7,2-7,6 (m, 10H), 5,6 (s, 1H), 5,1 (s, 1H), 4,9-3,94 (m, 7H),
3,8-3,4 (m, 4H), 1,4 (d, 2H), 1,3 (t, 3H); ESI MS: 502 (M*).

Ejemplo-1.2.6: Preparacion de (4R)-5-amino-4-((2S)-2-((2R)-2-(((4aR,6 S,7 R,8 R,8aS)-6-(benciloxi)-7-
((etoxicarbonil)amino)-2-fenilhexahidropirano[3,2-d][1,3]dioxin-8-il)oxi)propanamido)propanamido)-5-
oxopentanoato de bencilo [compuesto VI, cuando R = Etilo)]

Acoplamiento peptidico:

El compuesto 5 (éster bencilico de t-butoxicarbonil-L-alanil-D-isoglutamina, 0,762 g, 1,87 mmol) que se obtuvo a
partir del esquema A, tal como se describe en el ejemplo 1.1.4, se disolvié en acido trifluoroacético frio (10 ml) y la
solucién resultante se agit6 a temperatura ambiente durante 15 minutos. A continuacién, se eliminé el acido
trifluoroacético y el residuo se trituré con Et,O para obtener trifluoroacetato de éster bencilico de L-alanil-D-
isoglutamina. Este trifluoroacetato de éster bencilico de L-alanil-D-isoglutamina se sec6 sobre granulos de NaOH.

Se anadieron (1-etil-3-(-3-dimetilaminopropil)carbodiimida) EDCI (0,487 g, 2,55 mmol) e (hidroxibenzotriazol) HOBt
(0,390 g, 2,55 mmol) al compuesto VI (0,852 g, 1,7 mmol) en THF anhidro. Después de agitar a temperatura
ambiente durante 30 minutos, se afadi6 trifluoroacetato de éster bencilico de L-alanil-D-isoglutamina (disuelto en
THF), seguido de (N,N-diisopropiletilamina) DIPEA (0,64 ml, 6,05 mmol). La reaccién se agitd6 a temperatura
ambiente durante 15 horas, a continuacion, la solucion se concentré y el residuo se extrajo con cloroformo (CHCIz en
una cantidad de 50 ml). La fase de CHClIs se lavd sucesivamente con NaHCOs al 5 %, acido citrico al 10 % y agua
(20 ml tres veces), a continuacién, se secé sobre Na>,SO4 (sulfato de sodio) y se evapor6. El residuo obtenido se
purificé en columna de gel de silice por eluciéon con la mezcla cloroformo-metanol para dar (4R)-5-amino-4-((2S)-2-
((2R)-2-(((4aR,6S,7 R,8R,8aS)-6-(benciloxi)-7-((etoxicarbonil)amino)-2-fenilhexahidropirano[3,2-d][1,3]dioxin-8-
il)oxi)propanamido)propanamido)-5-oxopentanoato de bencilo [compuesto VII] (1,01 g, rendimiento del 75 %) con las
siguientes caracteristicas de RMN:

RMN de 'H (CDCls): 7,5 (m, 2H), 7,2-7,4 (m, 11H), 6,9 (d, 2H) 5,5 (s, 1H), 5,
1H), 4,4 (t, 1H), 4,2 (m, 2H), 4,0 (m, 2H), 3,75 (m, 3H), 3,5 (m, H), 2,5 (s, 1H
ESI MS: 792 (M* +1).
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Ejemplo-1.2.7: Preparacion del acido (4R)-5-amino-4-((2S)-2-((2R)-2-(((3R,4R,5S,6 R)-3-((etoxicarbonil)amino)-
2,5-dihidroxi-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-4-il)oxi)propanamido)propanamido)-5-oxopentanoico
(férmula VIIl, cuando R = Etilo):

Una solucién del compuesto VII (0,900 g, 1,13 mmol) obtenida anteriormente se disolvié en acido acético glacial (50
ml) y se le afiadié negro de paladio (90 mg) y el compuesto se hidrogenolizé durante 3 a 5 dias de la forma habitual,
siendo controlado el progreso de la hidrogendlisis mediante cromatografia de capa fina. El catalizador se separé por
filtracion y, después de la adicién de agua (30 ml), el filtrado se evaporé a presion reducida. El residuo se disolvi6é en
un pequefio volumen de &cido acético 0,1 My, a continuacion, se aplicé a una columna (2,5 x 85 cm) de Sephadex
LH-20 que se revelé con el mismo disolvente. Las fracciones purificadas correspondientes al pico principal se
agrupan vy liofilizan. El material liofilizado se volvi6 a cromatografiar en las mismas condiciones para producir el
compuesto VIII (MDP-ET) como cristales finos de color blanco (0,326 g, 55 %), con las siguientes propiedades:

Punto de fusion (p.f.): 145-147 °C; [a]*°p +53,6° (c 0,2, agua);
IR (n en cm™: 3273, 2936, 1653, 1552, 1417, 1253, 1026;

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-de): § 4,66 (d, J = 6,421, 1H), 4,25 (m, 1H), 3,96 (m, 3H), 3,37 (c, J = 6,987, 3H),
3,19-3,16 (m, 2H), 2,17 (m, 2H), 1,99 (m, 1H), 1,24 (m, 4H), 1,15 (d, J = 6,409, 3H), 1,08 (t, J = 6,987, 3H);

Masa para CooHzaN4O12: m/z calculado 522, encontrado 540 [M + NHa]".

Célculo analitico para: C2oH34N4O12: C, 45,97; H, 6,56; N, 10,72; O, 36,74. Encontrado: C, 45,83; H, 6,72; N, 10,98;
0, 36,81.

Ejemplo-2: Evaluacion de la actividad y seguridad de MDP-ET (in vitro)

Las moléculas de dipéptido muramilo tienen la capacidad de unirse a los receptores NOD2 que estan presentes en
la superficie de las células inmunitarias para estimular la respuesta inmunitaria. El receptor NOD2 (dominio de
oligomerizacion de nucleétidos) es un receptor de reconocimiento de patrones intracelulares (PRR) que reconoce los
derivados del dipéptido muramilo y estimula la cascada de vias de sefalizacion para inducir la respuesta inmunitaria.
Para demostrar si el MDP-ET sintetizado en la presente invencién estimula los receptores NOD2, se adquirieron
lineas celulares informadoras de NOD2 humanas HEK-Blue de Invivogen, California, EE.UU. Estas células se
prepararon mediante transfeccion conjunta del gen de NOD2 humano y el gen informador de SEAP (fosfatasa
alcalina embrionaria secretada, secreted embryonic alkaline phosphatase) con codones optimizados en células HEK
293. Tras la estimulacion de las células con el derivado de dipéptido muramilo, se activa NFkB, que a su vez secreta
SEAP y se midié en el sobrenadante celular. Los detalles experimentales de este ensayo in vitro se indican como
ejemplo 2.1.

Ejemplo 2.1: Ensayo de informador especifico de NOD2:

Se sembraron células informadoras de NOD2 humanas HEK-Blue (5 x 10%/pocillo) en placas y se cultivaron durante
toda la noche en una incubadora con CO» humidificada a 37 °C. Al dia siguiente, las células se trataron con diversas
concentraciones de MDP-ET (de 0,001 mg/ml a 1 mg/ml) y se cultivaron durante 24-72 horas. El sobrenadante se
recogid y se trato con el reactivo de deteccion Quanti blue a 37 °C durante 15-30 minutos. La absorbancia se ley6 a
630 nm. La curva de respuesta a la dosis generada al representar la concentracion de adyuvante en el eje X y el %
de respuesta en el eje Y se muestra en la figura 1. Para generar la curva de respuesta a la dosis, la absorbancia
mas elevada mostrada en la concentracién probada se tomd como una respuesta del 100 % y la absorbancia
minima se tom6 como el 0 % de respuesta. La respuesta a la concentracion efectiva al 50 % (ECso) se determiné a
partir de la curva de respuesta a la dosis. En la presente invencion, el MDP-ET muestra una respuesta maxima del
100 % con una absorbancia elevada a una concentracion de 10 ug/ml (alcanzé una meseta a esta concentracion en
la curva sigmoidal), mientras que muestra una respuesta del 0 % con una absorbancia baja a una concentracién de
0,01 ug/ml. Estos resultados indicaron una ECso de 0,22 pg/ml (concentracion a la que el MDP-ET mostré la mitad de
la respuesta maxima). En conclusion, los resultados obtenidos indicaron que el nuevo MDP-ET sintetizado en la
presente invencion es capaz de estimular los receptores NOD2, lo que a su vez determina adicionalmente la eficacia
para estimular o potenciar la respuesta inmunitaria y actuar como adyuvante.

Para demostrar si este MDP-ET en particular provoca citotoxicidad celular, se realiz6 un ensayo citotoxico in-vitro en
células J774.2A utilizando MTT [bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]. Los detalles de un ensayo
son tal como se explican en el ejemplo 2.2.

Ejemplo 2.2: Ensayo de citotoxicidad:

Se sembraron células J774.2A (2 x 10*/pocillo) en placas y se incubaron durante toda la noche. Al dia siguiente, las
células se trataron con diversas concentraciones de MDP-ET (diluciones de 10 veces con una concentracion que
variaba de 0,005 mg/ml a 0,5 mg/ml y 2 mg/ml) y se cultivaron durante 24 horas. Se descartd el sobrenadante y las
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células se trataron con 100 ul de MTT [bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio] (5 mg/ml) y se
incubaron durante 3-4 horas hasta que se formaron cristales de formozan. Posteriormente, se descart6 el
sobrenadante y los cristales se disolvieron con DMSO durante 5-10 minutos. La absorbancia se leyé a 540 nm. La
figura 2 representa el efecto de toxicidad celular de MDP-ET. El eje X representa la concentracion en escala
logaritmica y el eje Y representa el % de toxicidad. Este grafico indicé una ICso de 410 pug/ml, la concentracion a la
que el MDP-ET provoca un 50 % de muerte celular o efecto de toxicidad.

En general, la pirogenicidad de cualquier molécula se puede medir por la sobreproduccién de citocinas
proinflamatorias IL-1B, IL-6 y TNFa, seguido de una activacion de los monocitos in vitro, lo que a su vez podria ser
indicativo de una mayor reactogenicidad in vivo. Por lo tanto, en la presente invencion, se probd la pirogenicidad in
vitro del MDP-ET. Los detalles experimentales se han mencionado, a continuaciéon, como un ejemplo 2.3. Para
determinar si el MDP-ET sintetizada en la presente invencion es pirogénica o no, se realiz6 una prueba de pir6genos
in vitro utilizando células mononucleares de sangre periférica (PBMC, peripheral blood mononuclear cells).

Ejemplo 2.3: Prueba de pirégenos in vitro:

Se revivieron células mononucleares de sangre periférica (PBMC) congeladas y se sembraron (0,5 x 10° células/ml,
100 pl) en una placa de cultivo celular de fondo redondo de 96 pocillos. Las células se complementaron con medio
RPMI 1640 (Gibco Laboratories, Grand Island, Nueva York) que contenia suero bovino fetal (10 %), glutamina
(2 mM) y penicilina-estreptomicina. Las células se estimularon posteriormente con LPS (10 ng/ml) o endotoxina (1
UE/ml, 0,5 UE/ml, 0,25 UE/ml, 0,125 UE/ml) o MDP-ET (10 o 100 ug/ml). Las células estimuladas con LPS o
endotoxina se incubaron durante 4 horas, mientras que las células estimuladas con derivados de MDP de la
presente invencion se mantuvieron en incubacion en una camara de CO; humidificada a 37 °C durante 24 horas.
Después de la estimulacion, se recogio el sobrenadante del cultivo celular y se midieron las citocinas (tales como IL-
1B, IL-6 o TNF-a) mediante ELISA. Se midieron por triplicado las concentraciones de cada citocina producida por las
PBMC en presencia de endotoxina estandar de referencia a 0,5 UE/ml. Se calcularon los niveles umbral para cada
citocina utilizando los niveles de citocina producidos por la endotoxina estandar de referencia a 0,5 EU/ml (Marina et
al., Vaccine 30 (2012) 4859-4865).

Ejemplo 2.3.1: Determinacion de IL-1beta mediante ELISA:

Para determinar la interleucina 1B, se realiz6 un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), segun el
manual de instrucciones (ebioscience, n.° de catélogo 88-7010). De manera resumida, el anticuerpo de captura (n.°
de catélogo 14-7018-67, eBioscience) se diluyé en primer lugar 1:250 utilizando tampén de recubrimiento y se
afadieron 100 ul a cada pocillo en una microplaca de 96 pocillos. Las placas se incubaron durante toda la noche a
2-8 °C. A continuacion, las placas recubiertas se lavaron con tampon de lavado (PBST). Después del lavado, estas
placas se bloquearon utilizando diluyente de ensayo 1X durante 1 hora a temperatura ambiente, seguido de lavado
con PBST. Se realizaron una serie de diluciones dobles a partir del patron superior que variaba entre 4 y 500 pg/ml
para construir la curva patrén. De manera similar, se prepararon diluciones de 4 veces (1:4, 1:16 y 1:64) del
sobrenadante celular obtenido de la estimulacion de PBMC con MDP-ET. Se anadieron alicuotas (100 ul) de
patrones diluidos o sobrenadantes celulares al pocillo por duplicado y la placa se incubd a temperatura ambiente
durante 2 horas. Después de lavar la placa, se afiadieron 100 ul/pocillo de anticuerpo de deteccion (n.° de catalogo
33-7016-67) diluido en diluyente de ensayo 1X y se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora.
Posteriormente, se afiadieron 100 pl/pocillo de avidina-HRP+ diluida en diluyente de ensayo 1X y se incubaron a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Finalmente, después de los lavados, se afadieron 100 pul de solucion de
sustrato a cada pocillo y se incubaron a temperatura ambiente durante 15 minutos. La reaccion se detuvo mediante
la adicion de 50 pl de HoSO4 2N a cada pocilloy la placa se ley6 a 450 nm.

Ejemplo 2.3.2: Determinacion de IL-6 mediante ELISA:

Para determinar la interleucina 6 (IL-6), se realizé un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), segun el
manual de instrucciones (ebioscience, n.° de catélogo 88-7066). De manera resumida, el anticuerpo de captura (n.°
de catalogo 14-7069-67, eBioscience) se diluyd en primer lugar 1:250 con tampén de recubrimiento y se afadieron
100 pl a cada pocillo en una microplaca de 96 pocillos. Las placas se incubaron durante toda la noche a 2-8 °C. A
continuacion, las placas recubiertas se lavaron cuatro veces (350 pl/pocillo) con tampén de lavado 1X preparado
previamente mediante la dilucion de un concentrado 20X con agua desionizada. Después del lavado, las placas se
invirtieron y se secaron sobre papel absorbente para eliminar cualquier tamp6n residual. Estas placas se bloquearon
utilizando diluyente de ensayo (250 pl/pocillo) durante 60 minutos a temperatura ambiente, seguido de cuatro
lavados (350 pl/pocillo) con tampdn de lavado 1X. Se realizaron una serie de diluciones dobles a partir del patron
superior que variaba de 0 a 200 pg/ml, para construir la curva patrén. De manera similar, se prepararon diluciones
de 4 veces (1:4, 1:16 y 1:64) del sobrenadante celular obtenido de la estimulacion de PBMC con MDP-ET. Se
anadieron alicuotas (100 pl) de patrones diluidos o sobrenadantes celulares al pocillo por duplicado y la placa se
incubé a temperatura ambiente durante 2 horas. Después de lavar la placa, se afadieron 100 pl/pocillo de
anticuerpo de deteccion (n.° de catalogo 33-7068-67, eBioscience) diluido en diluyente de ensayo 1X y se incubaron
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a temperatura ambiente durante 1 hora. Posteriormente, se afiadieron 100 pl/pocillo de avidina-HRP+ diluida en
diluyente de ensayo 1X y se incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos. Finalmente, después de los
lavados, se afnadieron 100 pl de solucion de sustrato a cada pocillo y se incubaron a temperatura ambiente durante
15 minutos. La reaccion se detuvo mediante la adicion de 50 ul de solucion de parada a cada pocillo y la placa se
ley6 a 450 nm.

Ejemplo 2.3.3: Determinacion de TNF-alfa mediante ELISA:

Para determinar el factor de necrosis tisular alfa (TNF-a), se realizé6 un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
(ELISA), segun el manual de instrucciones (ebioscience, n.° de catdlogo 88-7346). De manera resumida, el
anticuerpo de captura (n.° de catalogo 14-7348-67, eBioscience) se diluyd en primer lugar 1:250 con tampdn de
recubrimiento y se afadieron 100 ul a cada pocillo en una microplaca de 96 pocillos. Las placas se incubaron
durante toda la noche a 2-8 °C. A continuacién, las placas recubiertas se lavaron cuatro veces (350 pl/pocillo) con
tampon de lavado 1X preparado previamente mediante la dilucion de un concentrado 20X con agua desionizada.
Después del lavado, las placas se invirtieron y se secaron sobre papel absorbente para eliminar cualquier tampdn
residual. Estas placas se bloquearon utilizando diluyente de ensayo (250 pl/pocillo) durante 60 minutos a
temperatura ambiente, seguido de cuatro lavados (350 pl/pocillo) con tampén de lavado 1X. Se realizaron una serie
de diluciones dobles del patron superior que variaba de 4 a 500 pg/ml, para construir la curva patron. De manera
similar, se prepararon diluciones de 4 veces (1:4, 1:16 y 1:64) del sobrenadante celular obtenido de la estimulacién
de PBMC con MDP-ET. Se afnadieron alicuotas (100 pl) de patrones diluidos o sobrenadantes celulares al pocillo por
duplicado y la placa se incubd a temperatura ambiente durante 2 horas. Después de lavar la placa, se afiadieron 100
w/pocillo de anticuerpo de deteccién (n.° de catalogo 33-7349-67, eBioscience) diluido en diluyente de ensayo 1Xy
se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora. Posteriormente, se afiadieron 100 pl/pocillo de avidina-HRP*
diluida en diluyente de ensayo 1X y se incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos. Finalmente, después
de los lavados, se afnadieron 100 ul de solucién de sustrato a cada pocillo y se incubaron a temperatura ambiente
durante 15 minutos. La reaccion se detuvo mediante la adicién de 50 ul de solucién de parada a cada pocillo y la
placa se ley6 a 450 nm.

Se descubrié que los niveles umbral para cada citocina fueron los siguientes: 370 pg/ml para IL-1B, 3.110 pg/ml para
IL-6 y 753 pg/ml para TNF-o. EI MDP-ET probado a 100 pug/ml ha mostrado niveles méas elevados de IL-6 (por
encima del valor umbral), mientras que los niveles de IL-13 y TNF-a se encontraban dentro del valor umbral (no se
muestran los datos).

Se ha descubierto que el compuesto de la presente invencion, es decir, MDP-ET, en particular, tiene una actividad
inmunomoduladora pronunciada cuando se utiliza en combinacion con uno o més antigenos. Esta actividad se
demostré utilizando diversos procedimientos de prueba que se explican con mas detalle a continuacion.

Ejemplo-3: Evaluacion in vivo de la inmunogenicidad de MDP-ET:

Para demostrar la capacidad de MDP-ET como adyuvante y mostrar una respuesta mediada por células y humoral
mejorada, se probé inicialmente el MDP-ET con dos antigenos seleccionados (HbsAg, antigeno de superficie de
hepatitis B recombinante, y PvRII, regién Il del dominio de unién duffy de plasmodium vivax). Sin embargo, la
eleccion de antigenos vacunales con el nuevo compuesto MDP-ET de la presente invencion como adyuvante de
vacunas no se limita Gnicamente a los antigenos vacunales ejemplificados en el presente documento. Dado que la
vacuna contra la hepatitis B es una vacuna de gran éxito en el mercado con un alumbre como adyuvante, en la
presente investigacion, el MDP-ET se probd con HBsAg por dos razones (i) para observar el efecto de ahorro de
dosis, mediante la utilizacion de MDP-ET en lugar de alumbre, y (ii) todos los procedimientos para HBsAg estan bien
establecidos y es facil detectar nuevos adyuvantes y, ademas, sera obvio distinguir cualquier toxicidad observada,
ya sea causada por la presencia del adyuvante o, de forma alternativa, con el antigeno de la vacuna, dado que
HBsAg ya estéa establecido y se ha demostrado que es seguro.

Los antigenos vacunales para la combinacién con el adyuvante de vacuna, segun la presente invencion, se pueden
formular con otros antigenos vacunales adecuados, entre los que se incluyen, pero sin limitarse a los mismos, otros
antigenos, a saber, ovoalbumina, subunidades de antigenos palidicos que comprenden todas las etapas del ciclo de
vida, por ejemplo, cualquier forma de proteina de circunsporozoito (CSP), rPvRII, rMsPs, antigenos bloqueantes de
la transmision rPfs25, rPvs25, 27, rPfF2, GLURP, antigenos en estadio hepatico, antigeno de la rabia inactivado,
antigeno del virus chikungunya, etc. Los antigenos vacunales, segun la presente invencion, para la formulacién con
el nuevo adyuvante MDP-ET de la presente invencién, se pueden seleccionar entre antigeno del virus del papiloma
humano recombinante (incluidos todos y cada uno de los diferentes serotipos de infeccion por VPH), antigeno del
virus de la encefalitis japonesa, antigeno de la rabia inactivado, antigeno de la hepatitis A, antigeno de la hepatitis B,
antigeno de la hepatitis E (incluidas las particulas de tipo subunidad virica), antigeno del virus del ébola, cualquier
arbovirus, incluidos, pero sin limitarse a los mismos, el virus del zika, el antigeno de la vacuna contra el dengue,
difteria-tétanos-tosferina (tosferina de células enteras o tosferina acelular, tal como DTaP, Tdap), Haemophilus
influenzae tipo b (Hib), incluidas todas y cada una de las formas conocidas de antigenos vacunales que causan
infecciones meningococicas, a saber, Nisseria meningitidis A, Nisseria meningitidis C, Nisseria meningitidis Y,

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES2930246 T3

Nisseria meningitidis W135, Nisseria meningitidis X y Nisseria meningitidis B. Los antigenos vacunales, segun la
presente invencion, para la formulacién con este nuevo adyuvante MDP-ET, también pueden incluir antigenos de
Streptococcus pneumoniae, por ejemplo, los serotipos 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F y 23F de Streptococcal pneumoniae.
Se incluyen también en el ambito de la presente invencién antigenos vacunales, tales como polisacarido de
Salmonella typhi Vi (simple o conjugado), Salmonella enteritidis, salmonella no tifoidea, Salmonella paratyphi,
antigeno del virus del herpes simple, antigeno del virus de la inmunodeficiencia humana, antigeno del
citomegalovirus, antigeno del virus HIN1 o las vacunas contra la tuberculosis. Entre cualquier posible antigeno
vacunal vivo atenuado para la formulacién con el nuevo adyuvante de vacuna MDP-ET de la presente invencién se
incluye MMR (sarampion, paperas, rubéola, measles, mumps, rubella), varicela, poliomielitis oral (Sabin), gripe (virus
de la gripe estacional H1N1), rotavirus y fiebre amarilla, vacuna contra la fiebre del Nilo oriental. Antigenos
vacunales, tales como el virus chikungunya, el virus chandipura u otras formas de antigenos vacunales inactivados,
tales como polio-Salk inactivado, virus vivo atenuado de la poliomielitis sabin tipos I, Il y Ill, Hepatitis A, que son
particulas del patégeno inactivadas térmicamente o inactivadas quimicamente, también estan dentro del alcance de
la presente invencion para la formulacién con el nuevo adyuvante de la presente invencion. Los antigenos de la
presente invencién, tal como se mencionan anteriormente en el presente documento, pueden estar presentes solos
0 en combinaciones de los mismos.

Ejemplo-3.1: Evaluacion de un efecto adyuvante con antigeno de ovoalbiimina (OVA):
Ejemplo 3.1.1: Efecto del analogo de MDP-ET sobre la proliferacion de esplenocitos

Se aislaron los bazos de ratones inmunizados y se procesaron en suspension de células individuales. Se sembraron
placas de microtitulacién de fondo plano de 96 pocillos con 1 x 10° células/pocillo con medio RPMI1640. Las células
se trataron con OVA. Con A (2 pg/ml) y LPS (10 pg/ml) o medio con un volumen final de 200 pl. Las placas se
incubaron a 37 °C con 5 % de CO; en una incubadora. Después de 48 horas de incubacion, se afadieron a cada
pocillo 20 pl de solucién de bromuro de tetrazolio azul de tiazolilo (MTT), se incubaron durante las siguientes 4
horas. EI MTT no transformado se eliminé de cada pocillo aspirando el sobrenadante (180 pl) y se reemplazé con
DMSO. La absorbancia se leyé a 570 nm después de 15 minutos.

Las sustancias inmunoestimulantes actdan a través de linfocitos T, linfocitos B y células dendriticas especificas
(dependientes de antigeno) y también a través de mecanismos de accion no especificos (independientes de
antigeno) que involucran a granulocitos, macrofagos y células NK. Al ser un érgano linfoide secundario, el bazo
contiene una poblacién heterogénea de linfocitos para examinar la actividad inmunoestimulante. Sin embargo, las
proliferaciones de células inmunitarias, tales como las células T y B, son el punto de referencia para la potenciacion
inmunitaria. Los ratones se inmunizaron con o sin OVA o en combinaciéon con MDP y MDP-ET. El tipo de respuesta
inmunitaria en todos los grupos tratados se midié con ensayos de proliferaciéon de esplenocitos con LPS y Con-A
representados en la figura 3. Este estudio revel6 que el MDP-ET que inducia LPS medi6 en la proliferacion de
esplenocitos. Esto es esencial para la expansién de las células B.

Ejemplo 3.1.2. Efecto de los analogos de MDP-ET sobre la IgG especifica de OVA

Se inmunizaron ratones BALB/c macho por via subcutanea con 100 pug de OVA sola o con 100 pug de OVA disueltos
en solucién salina que contenia analogos (7,5, 15 0 30 ug) los dias 1 y 15. Los sueros se recogieron 2 semanas
después de la ultima inmunizacién. Se midieron los anticuerpos IgG especificos de OVA en los sueros mediante un
ELISA indirecto. Los valores se presentan como el titulo en log2 en la tabla 1, tal como se muestra a continuacion.

Tabla 1: Titulos de IgG de MDP-ET+OVA, MPD+OVA y OVA sola

Grupos Concentracion por ratéon | Titulo en log() de anticuerpos IgG
OVA 100 ug 12,64
MDP + OVA 15 ug 14,39
MDP-ET + OVA | 7,5 ug 14,89
15 ug 16,64
30 ug 17,64

El sistema inmunoldgico produce las cantidades requeridas de anticuerpos especificos para patdgenos/antigenos.
Estos anticuerpos producidos neutralizan los patégenos/antigenos. Los adyuvantes vacunales reales son aquellas
moléculas que pueden aumentar la produccién de anticuerpos especificos de antigeno. Los datos anteriores
muestran los niveles de IgG en sueros recogidos de ratones después de la inmunizacion. Las respuestas mas
elevadas de IgG en suero se registraron para ratones inmunizados con OVA que contenia MDP-ET a 15 ug y 30 ug
en comparacién con el grupo MDP + OVA, y MDP-ET mostr6 un titulo de anticuerpos casi igual a una concentracién
de 7,5 ug.
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Ejemplo-3.1.3: Efecto de los analogos sobre IgG1 e IgG2a total:

Se inmunizaron ratones BALB/c macho por via subcutanea con 100 ug de OVA sola o con 100 pug de OVA disueltos
en solucién salina que contenia los analogos de MDP o MDP-ET (7,5, 15 0 30 ug) los dias 1 y 15. Los sueros se
recogieron 2 semanas después de la ultima inmunizacion. Se midieron los anticuerpos IgG1 e IgG2a totales en los
sueros mediante ELISA sandwich. Los valores se presentan como el titulo en log2 en la tabla 2 a continuacion.

Tabla 2: Titulos de 1gG1 e IgG2a de MDP-ET+OVA, MDP+OVA y OVA sola

Grupos Concentracion por Titulo en log (2 del total de Titulo en log (2 del total
ratén anticuerpos IgG1 de anticuerpos IgG2a
OVA 100 pug 14,39 11,89
MDP + OVA 15 ug 18,39 15,64
MDP-ET + OVA 7,5 ug 17,64 17,64
15 ug 17,64 17,64
30 ug 18,64 18,64

La medicién de los subtipos de IgG totales, tales como IgG1 e 1gG2a, es util para evaluar el tipo de inmunidad
producida. En ratones, IgG1 se integra con la respuesta de tipo Th2, mientras que la respuesta de tipo Th1 se
integra con la produccion de anticuerpos IgG2a, IgG2b e IgG3. La subclase de anticuerpos es indispensable para la
fijacion del complemento y brinda proteccion. IgG2a e IgG2b pueden fijar el complemento méas fuertemente que
IlgG1. Los adyuvantes vacunales que muestran una amplia distribucion de subclases son beneficiosos contra los
patégenos. Los datos anteriores muestran que el grupo MDP-ET + OVA esta produciendo una mayor respuesta de
IgG2a, es decir, de tipo Th1, que el grupo MDP + OVA en todas las concentraciones. Sin embargo, no indujo una
respuesta de IgG1 mas significativa, es decir, de tipo Th2, que el grupo MDP + OVA.

El indice Th1:Th2 generado mediante el calculo del titulo de anticuerpos de las subclases de IgG especificas de
OVA en presencia de MDP y MDP-ET result6 ser de 0,85 y 1, respectivamente. Estos resultados indicaron que la
presencia de MDP-ET podria ayudar al sistema inmunitario a la polarizacion Th1, Th2 hacia la respuesta Th1, ya
que el indice Th1:Th2 fue 1.

Ejemplo 3.1.4: Efecto de los analogos sobre el nivel de citocinas en esplenocitos de ratones inmunizados
con OVA

Se inmunizaron ratones BALB/c macho por via subcutdnea con 100 pg de OVA disueltos en solucion salina que
contenia MDP (15 pg) y los analogos de MDP-ET (7,5, 15 0 30 pug) los dias 1 y 15. Los esplenocitos se prepararon 2
semanas después de la ultima inmunizacién y se cultivaron sin y con OVA (20 ug) durante 48 horas. Se midieron
mediante ELISA sandwich las citocinas Th1 (IL-2, IL-12, IFN-yy TNF-a)) y Th2 (IL 4) en el sobrenadante del cultivo.
Los valores se presentan como promedio + D.E. (n = 3).

Tabla 3: Niveles de citocinas en ratones inmunizados con MDP+OVA, MDP-ET+OVA.

Grupo IL2 IL4 IL12 IFN TNF
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
Tratado 8,86 7,13 260 60,83 154,23
MDP + OVA Tratado de nuevo 9.9 10,05 290 141,66 197,15
con OVA
MDP-ET (7,5 Tratado 5,61 5,537 125,35 53,6 279,875
ug) + OVA I;antag’\‘,’ Ade nuevo 712 8,28 439,3 76,8 512,12
Tratado 5,78 6,01 268 49,8 804,92
MDP-ET (15 ug) Tratado de nuevo
+ OVA 6,93 13,28 505,8 50,76 887,27
con OVA
Tratado 5,08 6,4 45,53 57,5 969,9
MDP-ET (30 ng) Tratado de nuevo
+ OVA 7,49 14,76 49,96 59,6 1055,75
con OVA

Las citocinas secretadas por las células cultivadas ex vivo proporcionarian un apoyo para la determinacién de las
subclases de anticuerpos. Las células cultivadas ex vivo con o sin reestimulacion en presencia de antigeno
proporcionaran la idea basica sobre la memoria inmunolégica. Los adyuvantes vacunales que tienen la capacidad de
inducir inmunidad adaptativa con memoria inmunolégica se pueden identificar con cultivos celulares ex vivo. Los
cultivos reestimulados memorizaran el encuentro con el antigeno y produciran cantidades significativas de citocinas
tanto Th1 como Th2. La produccién de sefales proinflamatorias, tales como TNF-o, es esencial para combatir
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patégenos potentes. Este ensayo se llevd a cabo el dia 28 del programa de inmunizacion, se recogieron bazos de
ratones sacrificados. En cada grupo, las células se incubaron con o sin antigeno y se midié la secrecion de citocinas
en los sobrenadantes después de 48 horas. Los resultados revelaron que los ratones tratados con MDP-ET + OVA a
30 ng han mostrado mayores respuestas de IL-4 y TNF-a que con MDP + OVA y las respuestas de IL-2, IL-12 e IFN-
v en los ratones tratados con MDP-ET + OVA son iguales que con MDP + OVA. Una mayor secrecién de IL-4
activara las respuestas de las células B y significo el titulo de anticuerpos mas elevado en los experimentos
anteriores. Grandes cantidades de TNF-a. en MDP-ET + OVA indican una respuesta inmunitaria retardada.

Ejemplo 3.1.5: Efecto de los analogos sobre la respuesta de hipersensibilidad de tipo retardada (DTH,
delayed type hypersensitivity)

Se inmunizaron por via subcutanea grupos de tres ratones BALB/c macho con 100 pug de OVA/raton con o sin 30 ug
de MDP y analogos de MDP-ET. Después de 7 dias, se les inyectd a todos los ratones por via subcutanea 50 ug de
OVA en ambas almohadillas plantares. Las respuestas de DTH se representaron como el aumento en porcentaje de
la inflamacién de la almohadilla plantar en el lugar de la inyeccion representado en la figura 4.

Las respuestas de hipersensibilidad de tipo retardada estan mediadas por células T. Las células presentadoras de
antigeno activan las citocinas y quimiocinas secretadas de las células T que estimulaban las células endoteliales
vasculares para mejorar la permeabilidad e inducir la infiltracién de fagocitos y la acumulacién de fluidos corporales
en el sitio de la reaccion de DTH. Los adyuvantes vacunales que mejoran los efectos del antigeno induciran una
mayor reaccién inmunitaria de DTH. En el presente estudio, se llevaron a cabo modelos DTH en almohadillas
plantares. Por lo general, la inflamacién de las almohadillas alcanza su punto maximo a las 24-48 horas después de
la exposicion al antigeno y comienza el proceso descendente. En los grupos de MDP-ET + OVA se observé un pico
a las 24 horas y se observé una disminucion transitoria de la inflamacion de las almohadillas plantares, mientras que
MDP + OVA mostr6 muy poca inflamacion, menor que MDP-ET + OVA hasta los 7 dias. La respuesta inmunitaria
DTH de MDP-ET + OVA respalda la gran cantidad de liberacion de TNF-a para cultivos de esplenocitos en el
experimento anterior.

Ejemplo-3.2: Evaluacion de un efecto adyuvante con antigeno de Hepatitis B:
Ejemplo-3.2.1: Inmunizacion:

Se vacunaron ratones BALB/c hembra (6-8 semanas de edad, n = 6/grupo) por via intramuscular (i.m., en dos
cuadriceps) el dia 0 y el dia 28 con control de vehiculo o antigeno de Hepatitis B (20 pg/ratén/dosis/100 ul, 50 ul por
cuadriceps) con y sin MDP-ET (10 ug o 50 pg/raton/dosis/100 pl) diluido en solucién salina tamponada con fosfato.
Antes de la inmunizacion, el antigeno de superficie de la hepatitis B se mezclé6 con MDP-ET, mediante agitacion
suave (proporcion 1:1), en condiciones estériles. Se hizo sangrar a los ratones y se sacrificaron el dia 42. Se recogio
sangre y se aislo el suero para evaluar y analizar el titulo de anticuerpos IgG totales especificos de antigeno (tal
como en el ejemplo 3.1.2) y las subclases de anticuerpos (isotipos, a saber IgG1 0 1gG2a 0 1gGs, tal como en el
ejemplo 3.1.3).

Ejemplo-3.2.2: Determinacion del titulo de punto final de IgG total especifica de antigeno mediante ELISA-
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas:

Se utilizaron diluciones en serie de muestras de suero individuales (4 diluciones que variaban entre 1:50 y 819.200)
para determinar el titulo de punto final del titulo de anticuerpos IgG totales especificos de antigeno mediante ELISA.
Los detalles del protocolo de ensayo son tal como se describe a continuacién.

Para el analisis del titulo de anticuerpos especificos del antigeno, se suspendi6 el antigeno de superficie de la
hepatitis B en tampén de bicarbonato carbonato 50 mM, pH 9,6 y se recubrié a una concentracién (1 ug/ml, 100
w/pocillo) en placas de 96 pocillos y se mantuvo a 4 °C durante toda la noche. Al dia siguiente, las placas se lavaron
con tampdn de lavado (solucion salina tamponada con fosfato-PBST, pH 7,4 con Tween al 0,05 %) y se bloquearon
con tampon de bloqueo (PBS con BSA al 1 %) a temperatura ambiente durante 1-2 horas. Las placas de ELISA se
lavaron de nuevo con tampon de lavado (PBS, Tween™ 20 al 0,1 %) y se afadieron sueros diluidos en serie (en
PBS, BSA al 0,1 %, Tween™ 20 al 0,05 %, azida sodica al 0,02 %) de ratones hiperinmunizados y se incubaron a
temperatura ambiente durante 1 hora. Después de la incubacion, los pocillos se lavaron de nuevo y se afadieron
anticuerpos de cabra contra IgG de ratdén conjugados con HRP a una dilucién de 1:5.000 y se incubaron durante 1
hora a temperatura ambiente. Posteriormente, los pocillos se lavaron y revelaron con OPD (O-fenilendiamina) como
sustrato durante 15 minutos. La reaccion se detuvo utilizando H>SO4 2N. La absorbancia se ley6 a 490 nm. El umbral
(promedio + 3D.E.) se establecié tomando la absorbancia del grupo de control negativo (PBS), seguido del indice
reactivo (proporcion de absorbancia a una dilucién y umbral particulares), para determinar el titulo de punto final.
Segun este célculo, la dilucién mas elevada en la que el valor del indice reactivo es < 1 se consider6 como la
dilucion del titulo de anticuerpos de punto final. El titulo de punto final de anticuerpos especificos de antigeno en
presencia y ausencia de MDP-ET se representé como en la figura 5a. El titulo de anticuerpos IgG especificos de
HBsAg en presencia de MDP-ET a 10 y 50 pg/ratén mostr6 un aumento de 4 veces (dilucion 51200) y 8 veces

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2930246 T3

(dilucidon 204.800) respectivamente, en comparacion con el titulo de anticuerpos (dilucion 12800) contra HBsAg solo.

De manera similar, se probé también MDP-ET con antigeno paludico (rPvRIl, region Il del dominio de union duffy de
plasmodium vivax, (Referencia: Chitnis, C.E. y Miller, L.H. (1994) Identification of the erythrocyte binding domains of
Plasmodium vivax and Plasmodium knowlesi proteins involved in erythrocyte invasion. J. Exp. Med 180, 497-506) a
10 ug/raton. El titulo de punto final de anticuerpos especificos de antigeno en presencia y ausencia de MDP-ET se
representd como en la figura 5b. El titulo de anticuerpo IgG especifico de rPvRII en presencia de MDP-ET a 10
ug/ratébn mostré un aumento de 4 veces (dilucion 51200), en comparacion con el titulo de anticuerpos (dilucién
12800) contra rPvRII solo. No se probaron los isotipos de anticuerpos especificos de rPvRII.

Se sabe que las subclases de IgG producidas después de la inmunizacion contra un antigeno determinado
determinan principalmente la funcién del anticuerpo o miden indirectamente la contribucion relativa de la induccion
de citocinas de tipo Th1 frente a T2 Mas especificamente, la produccién de anticuerpos 1gG+ induce citocinas de
tipo T2, mientras que la produccion de anticuerpos IgGaza € IgGs induce citocinas de tipo Tu1. Por lo tanto, en la
presente invencion, se plane6 determinar la polarizacién Ty 1, Tv2, después de la vacunacién en ratones con HBsAg
en presencia de MDP-ET, mediante el andlisis de subclases de IgG. En este contexto, en la presente invencién, se
determinaron los niveles de isotipos de IgG (IgG1, 1gGza € 1gGs) generados contra HBsAg en presencia o ausencia
de MDP-ET (a 10 y 50 pg/ratén) y, a continuacién, se calcul6 el indice Th1:Th2 calculado como ([IgG2a +
1gGs)/2)/(IgG+). Los detalles del protocolo de ensayo es tal como se describe a continuacion en el ejemplo 3.1.3.
Segun dicho célculo, un valor de indice < 1 representa una polarizaciéon Ty2; un valor de indice > 1 representa una
polarizacién Ty1.

Ejemplo-3.2.3: Determinacion del indice Th1:Th2:

El analisis de las subclases de anticuerpos IgG especificos de antigeno (isotipos, a saber IgG1 0 19Gz, 0 1gGs) se
realizé, tal como se menciona en el ejemplo 3.1.2, excepto en una etapa, en la que se utilizd HRP de cabra contra
IgG1 0 1gG2a 0 IgGs de raton a una dilucién de 1:5.000 (en lugar de IgG contra raton de cabra). El indice Ty1:Tu2
obtenido a 10 y 50 ug/ratén de MDP-ET es tal como se muestra en la figura 5c. Los resultados indicaron que HBsAg
en presencia de MDP-ET induce también citocinas de tipo Tu1 con valor de indice Tu1:Tu2 < 1 (10), mientras que
HBsAg solo induce citocinas de tipo Th2 conun indice Tu1:TH2 inferior a 1 (0,5).

Los ratones vacunados con antigeno de superficie de hepatitis B recombinante en presencia de MDP-ET no sélo
aumentaron (4-8 veces, aumento dependiente de la dosis) la respuesta humoral (Th2), sino que también indujeron
citocinas de tipo Tw1. Por lo tanto, se concluye que el compuesto de la presente invencién posee una actividad
farmacolégica excelente, en particular una actividad adyuvante. Por lo tanto, MDP-ET es atil como adyuvante en
formulaciones de vacunas. Aunque MDP-ET se prob6 con HBsAg en la presente investigacién, las formulaciones de
vacunas con adyuvante que comprenden el presente compuesto MDP-ET también se extienden a otros antigenos
vacunales, ademas de los mencionados anteriormente en los parrafos anteriores.

Ejemplo-4: Evaluacion de la citotoxicidad in vivo de MDP-ET

Se ha descubierto que el compuesto MDP-ET de la presente invencién se caracteriza por muchos menos efectos
secundarios y, por lo tanto, se tolera hasta 100 pg/rata. Esta propiedad beneficiosa particular se evidencié mediante
la prueba de dosis maxima tolerada realizada utilizando ratas como modelo animal.

Prueba de dosis maxima tolerada: Se les administr6 a ratas Wistar (n = 6, 3 M y 3 H) por via intramuscular (i.m.)
MDP-ET que contenia una dosis fija de adyuvante de 10, 50 y 100 ug/animal/200 ul de forma ascendente. Los
animales se observaron diariamente durante un periodo de 14 dias para detectar signos clinicos y mortalidad. El
peso corporal se midié diariamente. Los alimentos y el agua consumidos por los animales también se supervisaron
diariamente para detectar cualquier anomalia y también se calcul6 la ingesta de alimentos y agua por animal. La
temperatura corporal se midié cada 4 horas hasta las 24 horas, a continuacion, una vez al dia hasta los 7 dias y, a
continuacion, se siguié en dias alternos hasta el dia 14. Las ratas se sacrificaron el dia 14 y se recogieron los
organos/tejidos, tales como el sitio de inyeccién, bazo, timo, cerebro, pulmones, corazén, higado y rifidn y se realizé
un examen macroscopico. No se encontraron lesiones o anomalias significativas en los drganos mencionados
anteriormente. En esto, se descubrid6 que no hubo mortalidad y no se observaron signos clinicos significativos
incluso a la dosis elevada probada (100 pg/animal). Sin embargo, el aumento de peso es menor en los animales que
recibieron dosis elevadas, en comparacién con el aumento de peso de los animales no tratados, mientras que el
aumento de peso en los animales que recibieron 10 ug y 50 pg es similar al de los animales no tratados. No hay
aumento de temperatura en ninguno de los animales hasta los 14 dias.

Lo anterior indica que las ratas son tolerantes incluso a dosis elevadas (100 pg/animal). Se recogi6é sangre entre 24
y 36 horas y se analizaron los niveles de CRP, después de la inyeccion. Se encontraron niveles de CRP mas
elevados (600-1.000 pg/ml, intervalo normal 200-550 ug/ml en ratas) a dosis mas elevadas (100 ug/animal).

Los resultados mencionados anteriormente indicaron que las ratas eran tolerantes incluso a la concentracion
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elevada probada (100 pg/animal). Sin embargo, debido a los niveles moderados o elevados de IL-6 que se
encontraron en la prueba de pirogenicidad in vitro, se puede concluir que MDP-ET puede ser pirogénico a la
concentracién elevada probada (100 pg/animal), lo que a su vez se correlaciond con niveles elevados de CRP
encontrados inmediatamente después de administrar la dosis. Sin embargo, se descubrié que los niveles de CRP
eran normales después de 14 dias.

Los ratones vacunados con antigeno de superficie de hepatitis B en presencia de MDP-ET no sélo aumentaron (4-8
veces, aumento dependiente de la dosis) la respuesta humoral (Th2), sino que también indujeron citocinas de tipo
Tu1. Por lo tanto, se concluye que el analogo “MDP-ET”, segln la presente invencién, posee una excelente actividad
farmacoldgica, en particular actividad adyuvante para su utilizacién como adyuvante en formulaciones de vacunas.
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REIVINDICACIONES

1. Nuevo compuesto derivado del dipéptido de muramilo VI
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en el que R es alquilo lineal seleccionado entre metilo, etilo, propilo o butilo.

2. Compuesto, segun la reivindicacién 1, en el que el compuesto es acido (4R)-5-amino-4-((2S)-2-((2R)-2-
(((BR,4R,5S,6 R)-3-((etoxicarbonil)amino)-2,5-dihidroxi-6- (hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-4-
il)oxi)propanamido)propanamido)-5-oxopentanoico (MDP-ET), tal como se muestra en la siguiente estructura.

(MDP-ET)
3. Proceso para la preparacion de un compuesto derivado del dipéptido de muramilo de férmula VIILI.

MO ™,
MO

\ /Cl '“&“’(‘T:L-'W {0

HM ]
N .
2 ]
H;E:\‘ Py lL

. OH

fo KNE"!Q
(R = alquilo C4-Cg)

(vim
que comprende las etapas de:

a. bencilacion anomérica de un compuesto de férmula | para obtener un compuesto de férmula Il;
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Hl(-%O o  Bencilacion ng()/%&y
HO —P  HO

NH AOH NHAcOBn
| I

b. proteccion con bencilideno del compuesto de férmula Il para obtener un compuesto de férmula lil;

Proteccion con
HgO O bencilideno /% 0
HO NHACOBH NHACOBn

c. desacilacion del compuesto de férmula 1l para obtener un compuesto de formula IV;
Ph/%% Desacilacion Ph/%%g\y
NH ALOBn—> Ho NH, OBn
v

10 d. reacilacién del compuesto de formula IV con un agente acilante adecuado en presencia de un disolvente para
obtener un compuesto de féormula V;

Ph/% Reacilacion Ph/%%
HO NH, OBn

v v
h

e. O-alquilacion del compuesto de férmula V por tratamiento con &cido L-2-cloropropanoico en presencia de un
15 disolvente para obtener un compuesto de formula VI;
ph/%O 0

Ph/% O O-alquilacion

L I@ﬁ -

f. acoplamiento de un péptido tratando el compuesto de féormula VI con trifluoroacetato de éster bencilico de
20 L-alanil-D-isoglutamina en un disolvente para obtener un compuesto de férmula VII;
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/’!\\.Of'\
O \
n

I/ HE\:\:O Acoplamiento peptidico O/l NH O>:O
0

/ —_—
on © R
R . )\ 0
HN
\/\)L()Bn
Vi o NH, wn

g. desproteccién del compuesto de férmula VIl para obtener el compuesto deseado representado por la formula

VIII:
Ph
HO
/%/%\\17 HOO/%M
0 \JH% Eliminacion de

O})\ o  grupos orotectores R
H)
HN\:/\)LOBn \-/\)J\OH

0;\ NH, 07N,

vii ## FORMULA ESTRUCTURAL VIII ##

en el que R en los compuestos anteriores es alquilo lineal seleccionado entre metilo, etilo, propilo o butilo.

4. Proceso, segun la reivindicacién 3, en el que el agente acilante en la etapa (d) se puede seleccionar entre
cloroformiato de alquilo y cloroformiato de alcoxialquilo.

5. Proceso, segun la reivindicacion 4, en el que el agente acilante es cloroformiato de etilo.

6. Proceso, segun la reivindicaciéon 3, en el que el disolvente en la etapa (d) se puede seleccionar entre piridina
anhidra, diisopropiletilamina, trietilamina y N,N-dimetilaminopiridina (DMAP) o una mezcla de las mismas.

7. Proceso, segun la reivindicacion 3, en el que el disolvente en la etapa (e) es dioxano anhidro.

8. Proceso, segun la reivindicacion 3, en el que el disolvente en la etapa (f) se puede seleccionar entre &cido
trifluoroacético (TFA) y tetrahidrofurano (THF) o una mezcla de los mismos.

9. Proceso, segun la reivindicacién 3, en el que el acoplamiento en la etapa (f) se lleva a cabo en presencia de 1-etil-
3-(-3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDCI) e hidroxibenzotriazol (HOBt).

10. Proceso, segun la reivindicacion 3, en el que la desproteccion en la etapa (g) se lleva a cabo con &cido acético
glacial.

11. Proceso para la preparaciéon de acido (4R)-5-amino-4-((2S)-2-((2R)-2-(((3R, 4R, 5R, 6R)-3-((etoxicarbonil)amino)-
2,5-dihidroxi-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-4-il)oxi)propanamido)propanamido)-5-oxopentanoico (MDP-ET) que
comprende las etapas de:

(a) bencilacién anomérica de N-acetil D-glucosamina (I) para obtener 2-acetamido-2-desoxi-a-D-glucopiranésido
de bencilo (Il);

(b) proteccion con bencilideno de 2-acetamido-2-desoxi-a-D-glucopiranésido de bencilo (ll) para obtener
2-acetamido-4,6-O-benciliden-2-desoxi-D-glucopirandsido de bencilo (I11);

(c) desacilacion de 2-acetamido-4,6-O-benciliden-2-desoxi-D-glucopiranésido de bencilo (lll) para obtener
2-amino-4,6-O-benciliden-2-desoxi-a-D-manopirandsido de bencilo (IV);

(d) reacilaciéon con un agente acilante organico, cloroformiato de etilo, en presencia de piridina anhidra como
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disolvente de 2-amino-4,6-O-benciliden-2-desoxi-a-D-manopiranésido de bencilo (IV) para obtener
((4aR,6S,7R,8R,8aS)-6-(benciloxi)-8-hidroxi-2-fenilhexahidropirano[3,2-d][1,3]dioxin-7-il)carbamato de etilo (V);
(e) O-alquilacion de ((4aR,6S,7R,8R,8aS)-6-(benciloxi)-8-hidroxi-2-fenilhexahidropirano[3,2-d][1,3]dioxin-7-
il)carbamato de etilo (V) en presencia de dioxano anhidro como disolvente para obtener el acido (2R)-2-
(((4aR,6S,7R,8R,8aS)-6-(benciloxi)-7-((etoxicarbonil)amino)-2-fenilhexahidropirano[3,2-d][1,3]dioxin-8-
iloxi)propanoico (VI);

(f) acoplamiento peptidico del acido (2R)-2-(((4aR,6S,7R,8R,8aS)-6-(benciloxi)-7-((etoxicarbonil)amino)-2-
fenilhexahidropirano[3,2-d][1,3]dioxin-8-il)oxi)propancico (VI) con trifluoroacetato de éster bencilico de
L-alanil-D-isoglutamina para obtener (4R)-5-amino-4-((2S)-2-((2R)-2-(((4aR,6S,7 R,8R,8aS)-6-(benciloxi)-7-
((etoxicarbonil)amino)-2-fenilhexahidropirano[3,2-d][1,3]dioxin-8-il)oxi)propanamido)propanamido)-5-
oxopentanoato de bencilo (VIl);

(g) desproteccion de (4R)-5-amino-4-((2S)-2-((2R)-2-(((4aR,6S,7 R,8 R,8aS)-6-(benciloxi)-7-((etoxicarbonil)amino)-
2-fenilhexahidropirano[3,2-d][1,3]dioxin-8-il)oxi)propanamido)propanamido)-5-oxopentanoato de bencilo (VII) en
presencia de &cido acético glacial para obtener el &cido (4R)-5-amino-4-((2S)-2-((2R)-2-(((3R,4R,5S,6R)-3-
((etoxicarbonil)amino)-2,5-dihidroxi-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-4-il)oxi)propanamido)propanamido)-5-
oxopentanoico.

12. Compuesto, segun la reivindicacion 2, en el que dicho compuesto MDP-ET se utiliza como adyuvante en
formulaciones de vacunas.

13. Compuesto, segun la reivindicacién 12, en el que dicho compuesto MDP-ET se utiliza como adyuvante en
formulaciones de vacunas con un antigeno, en el que el antigeno se puede seleccionar entre un antigeno vacunal
vivo atenuado, un antigeno vacunal inactivado, un antigeno vacunal subunitario, un antigeno vacunal conjugado y un
antigeno vacunal recombinante o cualquier combinacién de los mismos.
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