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"Processo para a preparacdo de oii
gossacarideos, de imunogénios e de
vacinas contendo tal imunogénio"
para que

DE STAAT DER NEDZRILANIEN represen-
tado pelo DaPULY DIRECIOR-GENEXRAL
do RIVY de BILTEOVEN, pretende ob-
ter privilégio de invenglo em Por-

tugal.

REIS30VIO0

O presente invento refere-se ao processo de preparaglo de
novos oligossacaridegs que compreerdem a estrutura (D-ribose-
-D-ribitol-fosfato) ., (D-ribitol-fosfato-D-ribose) ou (fosfa-
to—D-ribose—D—ribitol)m, sendo m 2,%,4, ... 19 ou 29, 0 gqual
compreende a substitui;#o dos grunos protectores num oligossa-
cariden com a estrutura referida, por um atomo de kidrogénio
e tendo sido, no referido oligossacarideo, o dtomo de hidrogé-
nio dos grupos hidroxilo livres substituido por wu grupo pro-
tector. O invento refere-se ainda ao processo de preparaglo de
imunogénios e de vacinas as quais s#o uteis no tratamerto de

infecg¢des provocadas pelo haemopkilus Influenzae tipo b.
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{EWCRIA DESCRITIVA

0 invento refere-se a ncves cligossacérides contendc unida-
des D-ribese, D-ribitcl e fcsfatc, a imuncgenes contendo tais
cligossacéridos, a vacinas ccntendo tals imuncgenes e a rroces-
sos para preparar tais cligossaciriaos, imunocgenes e vacinas.

U polissacArido capsular ua bactéria haemcphilus influen-

zae tipo b consiste de muitas uniuades as D-ribcse-D-ribitcl-
~fosfato ( —3)=-D-ribf-(1— 1l)-ribitcl-(5— PC —). U Haemogh'—
lus influenzae tipc b é, inter alia, uma oac*eila patcgénic

que provoca meningite e cutras coengas infeccicsas.
Verificou-ze gue a2 imuniczde pode ser cbtlda stravés da

administracdo ac pclissacdrido capsular dc Haemechilus influen-
zae tipe b {(HIB). Verificou-se também gue, em particular, em
criancas com 7encs de 2 anos de iaade, a lmunidaae obtidca & de
curta durag3o e em criangas com mencs de 10 meses de ldade, nZo
pcde ser detectada. Istc pode ser uelhoradc administrandc ¢
polissacAridc capsular asscciadc ac aencminado transpc“tador ti
mo-dependente (proteina). Tals conjugados pclissa acarido-prot ef
na tédm a desvantagez Ge a estrutura ndc estid rigcrosamente de-
finida e Ge a por¢io pclissacdrido nc proauto ndc ser homogénea.
Isto tem come ccnsegudncia gue cada lote de vacina acabado de
preparar gue ccntenha tais conjugaucs tem de zer testade em ani
mais e/ou humancs experimentais em relagfio & eficicia da vacina
Em adigBo, a utilizagZo de um tal proauto numa vacina pode pro-
duzir anticcrpos cu toxicidade indesejzacs.

Us cligossachridcs cbtiucs ztravis aa degradacg®c uo polis~
sacdridec capsular ao HIEZ tanbém nic sBc purcs, embera melhor
definidos. Neste casc, também, a efichcla teri seumpre gue ser
novamente testada.

“xiste, pcrtantc, a necessiuvade de uma vacina, contra a
doenga por HIE contendc um fragmento de cligossacérido purc, ri
gorosamente descrito, i.e. un fragmento ue oligossacérido gue
n3oc contenha oligcssacirides possuindc uma estrutura cu coupri-
mento de cadeia aiferentes.

Verificou-se agora que se podeum chter tals cligossacaridcs
purcs por uma via sintética e yue se podewm cbter imuncgenes ade
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gquaacs asscciando tzis fraogmentes com um transportador.  Tals
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imuncgenes pcden se ¢
cligocssachrico possa ser preparaas per uma via sintética ten
também 2 vantagem de yue a alspenibilicade nfc fica d

da disponibilidade ua bactériz patcgénica HIB.

0 invento refere-ge, portantc, ac precessce de preparacgi
de cligessaciridos gue compresncem L-ribose-L-ribitel-fosf=to,
D-rititol-fcsfate~-v-ribese cu fosfato-L-riboze-l-ritbitel Z,3,4

p

cees 15 ou 20 vezes e, em porticular, 2 cligcssaciricos possuin
do a2 férmulz:
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nicrogénic,us grupe reactive yue 4 capaz de formar,cirecta

o]
t

cu indirectamente, uma ligacgfc com un transpertzcor, cu um
grupc pesskinde uma cadeia niarcfébic e
gada, ou ¢ grupc terminal Xi- é supstitu
tivo HEL— cu Ho-, e

Y = hidrcgénic, um grupc reactivo gue & capaz de foruar,

directa cu inuirectamente, umz ligagdc com um transporta-

dor, cu um grupc cox wna caueia hiurcflbica na extremida-
de n3c ligada, cu ¢ grupc terminal ~CY & substituido pelo

MY

grupo reactive =YH_ cu -3L, desde gue 7 = hidrcgénic se
<
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X # hidrogénic ou que X = hiurcgénic ce ¥ # hidrogénio e seus
sais.
( invsntc referc-se tambim

Y

¢ processc de preparacgfo de

{4 O\

imunocgenes contendc un coligossacfrico cowme acime Gsscrito, cujo
oligossacdrico estd asscciade 2 ua transportaacr, cu contande
uma asscciagfc de diversas moliculas de um cligossacdride corme
acima aescritc, e a vacinas jue ccntdnm tals launcgenss,

I"8c tendc em conta X(X0-) ¢ Y(~UY), o ssquslete C-ribose-
-D-ribitol-fosfato como mestradc na férmula 1 poue terminar tan

‘D

tc no lago esguerdo cemo ne lade aireitc, num grupce ribese, ri-
bitol ou fosfato. (s cligcssacadridos que
¥(-0Y), termninam num grupc ribitol cu ril

b
grupc fosfate & aireita, cu num grupo ribitol cu ribose & airel

Gesprezandc Z(X0-) =

’
c3e b esquerda e nun

ta e num grupc fosfato 4 esyuerda sfc, contuac, preferidos.
g y ’

De preferéncia, m é igual a 2,3,4,5 cu 6 visto gue um ssyueleto
de oligossacéiridc com um tal comprimento estéd geralmente ja ade

guado em relacdc ac ckjecto em vista. .als preferivelmente, m
¢ igual 2 3,4,5 cu 6.
De preferdncia, K,L,n e g s lguais a zerc, X & igual =

F

H e Y nic é igual 2 H.

Come ¢s gruros fosfatc nos cligossaciridos ge aceordc com ¢

inventc existem no e: a,por exemplo,pH

neutro, cs cligossaciric prssente irventc sZo
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preraoradcs ae prnfnranci schb a2 forma ge un sal, por exemplo um
sal de sédio.

Come c¢s oligossaciridos de acordce coem ¢ presente invento ra
t8m per se gualyuer imuncgenicidade,cu t&m imuncgenicicdade inade
quada,é necessfric asscciar os dites cligossacirides a um trans-
pertacor,como resultado da gual a dita imunogenicicade é de fado
cbtida num grau suficiente.Dependendc do tipc de transportador,

d
variard a forms na gual ¢ cligessaciridc £ asscciado ao transpoer

4

tader.A asscciagfe do cligossacérido e ao urdnsp rtador prccece
directa cu irdirectamente via X(X(-)cu Y(~C¥)na férmula 1.

Se X e ¥ 3z8c hidrcgénic, ¢ oligossacériao terd de ser modi-
ficadc num desses lccais para fazer = asscciagBe com ¢ possivael
transpertador. Ceome cg grupcs -CH = =U aprssentados na férmu-

la 1, que 3%c activos em malor ou wencr grau, sfc protegidos por
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m pericdo de tempc maicr ou mencr curante a prepsracgfc docs o=
ligcssachrides de accrdo com ¢ inv-entc, é vantajcsc intrcduzir
as modificaces necess®rias pars & asscciag¢dc com ¢ transperta-
dor antes dos grupos prctecteres serem removidces. Como jA men-
cicnauc, 2 associagfo do cligcossachride com o transportacor e-
fectua~se via X(X0-) ou via ¥(-C7). .az se X e ¥ fessem hidro
génio na férmula 1, os grupcs protectores teriam de ser intrce-
duzidos novamente antes do grupc necsssfric para a asscelacfo
pertantc, de

D

com ¢ transportador peder ser intrcuuzido. X
preferdnecia igual a hicrogénio e I(-CY) igual =2 um dos cutrcs
grupos especificados cu ¥ € igual a2 hiircgénic e X(¥C-) igual a
um des cutrcs grupces especiflcados,

Dagui em diante, se "{" cu "Y¥" ou ¢ termc "grupc reactivc"
s#c usadus, significa também em yual grupc reactive consiste o

o |
]
no
O
o

grupo reactive -Ln2 cu =-3H, tocrnaruc-ze necesséric ler -IT
-3H respectivamente puzra XU- cu para -GY. G cligossachrido ae
scerdc ccm ¢ presente invento termina, portantc, de preferdncia
nura extremidade, num grupo hidroxilo e nza cutra extremidade
num grupo reactivo ou num grupc pcessuindc uma cadeia hidrefdébi-
ca na extremid=de nfc ligada. A escclha entre estes dois tipes
de grupos & determinada pelz forma na gual 2 asscclagfc do oli-
gossaciride e do transportador & conseguida. Em principic, e-
xistem dispcnivels aois processos conhiecidos per se para esta
finalidade. De acordc com ¢ prizeirc processc, o cligossachri-
dc 4 ligadc ac transportaacr. sste casc, ¢ transportador &,
usualwente, um2 proteina . De accrdc com ¢ sSegundc processo,
a associaglc dc cligossacérido é cbtida por uma interaccfo hi-
drofébica entre um grupc ligado =z2o cligossachrido pessuindo uma
cadeia hidrofdébica na extremicade nfc ligada = ¢ transportador,
sendc ¢ transportacor ume micela, ums= vesicula ocu um liposscna,
ou por uma interacgfc hicroflérica dcs cligcssaciriaos entre si.
No primeirc caso, ¢ grupo hiarcfébico entra numa interacgZfc hi-
drofiébica com as regifes hiarcflbicas dos compcstos anfifilices
(1ipidos) na micela, na vesicuia cu no lipossoma, enguantc o
cligessaciride termina na intsrface da micela, a=z vesicula ou
dc liposscoma.

S3c conhecidos cs grupos reactives gue sfc capazes de for-
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mar, airecta ou inuirectamente, uma ligag8o com ums prcteina.
Por uma ligac¢fc indirecta neste contexto  entende-se gue 2 li-
gac3o é efectuada entre ¢ grupc reactive = a proteira através
de um composto adicicnal. Se X cu ¥ na férmula 1 for um grupo
reactivo, todcs os grupos reactivos capazes de formar uma liga-
cio com um carboxilc, amira ou outra fungic reactiva da protei-
na cpcicnalmernte intrcduzida, cu agueles gue pousm ser ligados
através de um compcste aaicicnal a um carboxilo, amirna, ocu ou~
tra func3c reactiva da proteina cpcicnalmente introduzida, sic
em principic adeguadcs.

Bxemplos de tals grupos reactivos s8o 08 grupes possuinde

a seguinte fungdc re=ctiva:

0

-Mh,, -N ,=SH, =5-3-

na gual R = ~-UH, -Hg, -U-alquil(Cy=1.), -UCBF5, -i, -Br, -Cl ou

¢ grupo resactive pode consistir de uma destas fungles reac
tivas ou, se ¢ grupo reactive for ralior, pode conter uma qas
ditas fun¢les reactivas, casc em yue ¢ grupc termina de prefe-
réncia numa das ditas fun¢les reactivas.

Se as unidades ribose-ritvitcl-fosfato no cligessacirido
estiverem a alguma distZncia da proteina apés ligag®c ao oliges
saciridc % proteina é vantajcsc na promegfo aa imunocgenicidade
gque o grupc reactive seja de preferéncia, um grupc bastante lcn
go com uma das fung¢les reactivas acima mencicnadas.

Comc foi dito, um grupo reactive é incorpcrado na extremida
de do esqueleto do cligossacAridc ue preferéncia gquandc o aito
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esqueletc esti ainaa proteglao. Uma vez gue um grupo reactive
contendo ume das ditas fung¢bes reactivas tenha siac 1ncorporado,
a dita fungBc reactiva pode ser convertida num2 das outras fun-
¢les reactivas se ¢ esgueleto cligossacérido estiver ainda pro-
tegido, mas também se ¢ esgueletc j& estiver ccmpletamente des-

protegido.
Assim, os gupcs reactivos contendc uma fungfo —NHQ tal co-
mo
—(CE )y (. ). =YH,. e (CHA -VH _(amincécel
27 a b 2 2 b =
. -
uo)c th

na qual a = =16, b = (-2, ¢ = 1-1C s o amincicido terminal &
Ge preferéncia glicina, pcuem através de um compostc contendo
um éster active e uma fung¢fo maleimiga, ser convertidos num gru
po reactive ccntendc uma fungfc maleimida (cs altos grupos de-

ram, com

R—IL'I'-Q_ CE T ,
y

¢
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na qual K tem ¢ mesmc significaac gyue na pdgina (6), os grupes
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Além dissc, os grupcs reactives contendo uma funcho -NHE
podem ser ccnvertidos através de um composto contendo duas fun-
¢Bes éster cu aldeldc activas num grupc reactivo contenao um &s-

ter cu aldeido active ccmo  fungfc reactiva, pcr exemplo,

H
I
- N-C-(C ~G-
l |
C G
na qual R tem ¢ mesmc significaco gue na phgira (6) e a = 1-0,
u através de um ccmposto contenac um éster activo e uma fungfo

~SH num grupc reactive contenac uma fungfo -3H, por exemplo,

-NH—W~(CH2)d—oH cu -hn-i-?ﬁ—(CnZ)d-an, na gual d = 1-6 e Ac =
0 C NHAcC

= acetil
(s grupos reactivos contenac umz funcfc -:ZH pouem ser con-
vertidos através de um coumpcsto contenao w:s #ster active e uma

funcfc maleimida num grupc reactive contendc um éster active
comc a func¢ic reactiva, por exengplc,

G

(s grupos reactives centende um grupo -Q-R ceme 2 fungic
reactiva pcdem ser ccnvertidcs, pcr reacgic com compostos cen-
tenac uma funglo -NH, e -3H ou uma fung¢fe maleimida e -TH,, num
grupc reactive contenao, respectivamente, um grupc -SH ou malei-
mida come  funcfe reactiva.

Tals conversies ac grupc reactive =8¢ conheciaas per se na
literatura.

Cs cligossachridos assim preparados de accordc com ¢ inven-

tc estic ligados a umna proteina ou 2 péptiao. Cs grupcs
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reactivos —NHZ, -COCH ou -3k na proteina, podem ser convertidos
num dos outros grupos reactives acime descritos por um processc
andlogo hgueles aqui uescritos.

C oligossacdridc de acordo com o invento e a proteina po-
dem entdo ser ligados entre si, inter alia, da seguinte forma:
oligossacéride - maleimida + HE-proteina—imuncgénio
SH + maleimida-proteina-—imuncgénio

cligossacaricdo

oligossacérido SH + <:T§-S-S-proteina-aimunogénio

I

cligossachrido -~ S-S %7 > + HS-proteina-imurogénic

G
| :
oligossacérido-C-R + HZN—proteina—%imuncgénio
i
oligossacérido—HH2 + R-C-proteina—imunocgénic,

nas quais R tem ¢ mesmo significado gue na pigina 6.

Tals ligacgles podem ser efectuadas directa ou indirectamen-
te

Além disso, os oligossacéridos com uma fungfio -NH, reacti-
va podem, por exemplo, ser ligados & um grupo NH2 de uma protei-
na através de um agente de ligagfo, tal comc ésteres bis[‘N-hi—
droxissuccinimida / ou dialdeido glutérico.

Se X ou Y na férmula 1 for um grupo contendc uma cadeia
hidrofébica na extremidade nfc ligada, aqueles grupcs sBo ade-
quados para esta finalidade e s&oc capazes de entrar numa in-
teracgfdo hidrofébica com uma micela, uma vesicula ou um lipos-
soma, ou sfo capazes Ge formar uma micela através de interacgdes
hidrofébicas.

A cadeia hidrofébica é, de preferéncia, um grupo alquilo
contendo 12-24 Atomos de carbono. ¥ dada maior preferéncia a
grupos nos quais o grupo 2lquilo contendo 12-24 4tcmos de car-
bonc forma o dito grupo.

Ainda mais preferivelmente, ¢ grupo é um grupo alquilo nfo
ramificado contendc 14-22 Atomos de carbono.



67 122 o
0A/C980-161 :

-10~

Os oligossaciridos de acordc com ¢ presente invento po-
dem ser usadcs adequadamente para produzir uma vacina contra a
doenga por HIB. Como os oligossacéiridos de acordo com o presen
te invento nfo sfo imunogénicos per se, devem ser assoclados a
um transportador que @& imunogenicidade & asscciagio. Este prin
cipic é conhecidec per se nos chamados haptenos, os quais, embo-
ra nfoc sejam imucogénicos per se, podem ser tornagos imunogéni-
cos associando-os a um transportador. Transportadores adegua-
dgos sfc protefnas, péptidos, micelas, vesiculas e lipossomas.

A maior prefer@ncia é dada a procteinas ou a micelas.

Como proteinas e péptidos especialmente adequados, tém-se
mencicnado toxina tetdnica, toxéide tetZnico, toxina de difteria
toxdide da difteria, toxina de pertussis, toxbide da pertussis,
hemaglutinina filamentosa da pertussis, fimbriae da pertussis,
proteinas da membrana externa da pertussis, proteinas da membra
na externa de meningococcis (Neisseria meningitidis), protei-
nas da membrana externa do Haemcphilus influenzae, fimbriae do
Haemophilus influenzae, proteinas de sub-unidades de virus polio
e proteinas de sub-unidades de virus do Sarampc. S#c preferidas
as proteinas dc Haemophilus influenzae. Uma vantegem de tals
transportadores 4 gue eles s8c ou podem ser usados em vaclnas
DPTP existentes. As ditas prcoteinas sfo conhecidas per se, bem
como oS prccesso de isolamentc de tais proteinas. 3fc também

conhecidos processos de associagBo de sacérido a tais proteinas.
Geralmente esti envolvida uma ligagfo covalente entre o sacari-
do e a prcteina.

Se X ou Y na férmula 1 for um grupc contendo uma cadeia
hidrofébica na extremidade nZoc ligada, o cligossacirido pode
ser tornado imunogénico de uma forma aprepriada assoclando o
dito oligossacArido a micelas, vesiculas ou lipcssomas. A as-
sociagfic é obtida através de uma interacgfic hidrcfébica da ca-
deia hidrofébica com portes hidrofébicas da micela, da vesicula
ou do liposscma. Tais processos de associaglBo sfo conhecidos
per se.

Se X ou Y na férmula 1 for um grupo reactivo, pode-se e-
fectuar opcionalmente em primeiro lugar uma reacgfo com um com-
posto contendo um grupo reactivo e uma cadela hidrofébica. O
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produtc assim obtido pode entfo ser associado a micelas, vesi-
culas ou liposscmas.

Gutro processc de dar imunogenicidade aos cligossachridos
de acordc com ¢ invento consiste em tratar os oligossaciridos
nos quais X cu Y 4 um grupo ccntendo uma cadeia hidrofébica na
extremidade n8c ligada de uma forma tal que as ditas cadeias hi-
drofébicas formem uma estrutura de micela através de interacgles
hidrofébicas. Yeste casc, a imunogenicidade nfic é obtida por
uma asscciagBo Go oligossaclrido com um transportador mas por
assccilagfo de diversas moléculas do dito cligossacérido entre
si.

Ainda uma ocutra possibilidade de preparar um imuncgénio
consiste em ligar os oligossachridos de acordo com a férmula 1
na qual X cu Y é um grupo reactive, 2 uma molécula adjuvante an-
fifilica através de uma ligagdo covalente via o dito grupo reac-
tivo. Bsta asscciagfo pode ser directa ocu indirecta. Apés li-
gacio do oligossacirido e do adjuvante, 2 extremidade nfo liga-
da do adjuvante pode formar uma micela possivelmente com um ad-
juvante nfc ligado cu com cutras substéncias lipidicas. S#8o ad
juvantes anfifilicos adequadcs, por exemplo, avridina (N,N-dioc-
tadecil-N',N'-bis(2-hidroxietil)-propanodiamina), a amina lipoi-
dal 4~aminometil-1(2,3-(di-n~-deciloxi)-n-propil)-4-fenil-piperi-
dina, brometo de dimetil-uicctadecilambénic, dipéptido de dilau-
rilmuramilo, tetrapéptido de laurilo, 4cido (Ngné"ﬂ—(N—lauril—
~L-alenil)- ¥ -D-glutamil_7-¥°-(glicil)-D,D-1,1-2,6-dianina-pi-
mélico, L-tircsina e seus derivados alguilicos, tetrapalmitato
ade maltose, polidis plurdnicos, azobenzeno-p-arscnato de L-ti-
rosina, monocleato de sorbitano (Span 80), derivadcsda trihalo-
se (tais como dimicolato de tre-halose) Acido retinoilico e seus
derivados, D,L-&-tccofsrcl (vitamina E), lipido A e andlogos e
glicdsidos, tais como, por exemplo saponinas (por exemplo, Quil
A da casca da Quillaja Sagcnaria ilclina).

Tals imuncgénios e métodos psra preparar estes imunogénics
s8c conhecidos per se pelo pedidc de patente esurcpeia 86.200.2037
0 lipido A e andlogcs sfo conhecidos comc adjuvantes através do
pedidc de patente Alemi 3.506.4%9. G usc de saponinas como ad-
juvantes e a fcrmagdc de micela ce saponinas ligaGas a determi-
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hantes antigénicos s8oc conhecidos por melo do Pedldo de Patente
hlemd 8.303.046.

Os imunocgénics de acordo com o presente invento pcdem ser
usados aprcpriadamente na preparagBo de uma vacina contra a
doenga HIB. Para melhorar ainda mais a imuncgenicidade, pocdem-~
-se usar, com vantagem, acjuvantes. C usc de tais adjuvantes e
os refericos adjuvantes s8¢ conhecidos per se. Us adjuvantes
podem ser adicicnados ao imunogénio. E também pcssivel associ-
ar adjuvantes ac imuncgénic. Tais métodos de melnhoramento da
imuncgenicidade sfo também conhecldos per se. Gs imunogénios
de acordc com o presente invento, compresndem assim, além das
associages de cligossaciridos com transportadores e das assocla
cBes entre c¢s préprios oligossaclridos, assoclagbes dos dois
tipos referidos com as quais se associa também um adjuvante.

A vacina de acorde com o presente invento ccntém, pslc me-
ncs, imuncgénios de acordo com ¢ presente inventc. Usualmente
¢ imuncgénio estari na vacina nuwa solugfo, emulsfic cu suspensio
aquosas hs quais se podem fazer adigCes gue sfoc habituals em va-
cinas, tais como, de adjuvantes, estabilizantes, tamples e ou-
tros imuncgénics. Adjuvantes adequados gue podem ser adiclona~
dos s3c aldréxido, fosfato ou éxide de aluminio, cu uma composi-
cBo gue consiste num 6leo mineral, por exemplo iarcol 52, ou um
éleo vegetal e um cu mails agentes emulsionantes, tal como Tween
8¢ ou Span 80, cu um dos adjuvantes anfifilicos j& mencicnados
anteriormente.

S30 estabilizantes adequados carbo-hidratos tais como sor-
bitol, lactose, manitol, amido, sacarose, dextranc e glucose cu
proteinas tais como albumina ou caseina.

Como tampdes 4 pcssivel usar, por exemplo, um tamplo de
fosfato de metal alcalino, de carbonato de metal alcalino ocu de
carbonato de metal alcalino-terrosc.

Comc j4 mencionado, a vacina pode também conter outros imu-
nogénios., Ieste caso tem-se ¢ chamadc "cocktail" que tem a van-
tagem ue se conseguir imunidade contra virios patogenes por melo
de uma Gnica acministracfo. Gutros imuncgénios que podem ser
usados sic, por exemplo, os imunogénios usados nas vacinas DPTP
conhecidas. A vacina é preparada de acordo com métodos conhe-
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cidos per_ se usando um imunogénio de acordo com o presente in-
vento, por exemplo, por dissolugso, emulsZio ou suspens@o do imu-
nogénio num meio aquoso. Pode adicionar-se um ou mais dos adi-
tivos usuais ao referido meio aguoso ou estes podem estar nele
presentes.

Uma tal vacina pode ser usada para imunizac&o contra a do-
enca HIB mas também, para a assim chamada "inoculag&o" (na qual
o corpo nao é directamente estimulado para formar anticorpos l1i-
vres especificos, mas é na realidade pré-condicionado de modo
que, apos infecg#do subsequente ou revacinagdo seja provocada uma
reacgso imunoldgica forte). A vacina é habitualmente administra
da por meio de injecg¢¥o intra-muscular ou subcuténea, ¥m geral,
a quantidade de imunogénio administrada por injecglio estard entre
0,1 e 100 ug por dose.

A vacina, de acordo com o presente invento oferece, em prin
cipio, protecgsio a todos os individws contra a doenga por HIB
e é extremamente adequada, em particular, para vacinaglo de cri-
angas pequenas (menos de 2 anos de idade). Como resultado da pu
reza do oligossacarido de acordo com o presente invento, no é
necessirio testar cada lote de vacina contendo tal oligossacdri-
do, preparado, em relagéo & sua eficdcia. Além disso, limitam-
-se com uma tal vacina a quantidade de anticorpos indesejavel-
mente estimulados, e a ocorréncia de outros efeitos secundarios,
como toxicidade. ’

0s oligossacaridos de acordo com o presente invento podem
ser preparados fazendo reagir uns com os outros, em vérios pas-
sos, diversos compostos seleccionados do grupo que consiste em
compostos que contém unidades ribose, ribose-ribitol, ribose-
~ribitol-fosfato, ribitol, ribitol-fosfato, ribitol-fosfato-ri-
bose, fosfato, fosfato-ribose e fosfato-ribose-ribitol, sendo
as referidas unidades providas com os grupos protectores ne-
cessdrios, e finalmente removendo os grupos protectores. Os
oligossacaridos de acordo com o presente invento s#o prepara-
dos principaluente por substituizsio dos grupos protectores nos
oligossacdridos por um &tomo de hidrogénio, os quais compreen-
dem a estrutura (D-ribose-D-ribitol-fosfato),, (D-ribitol-fos-
ou (fosfato-D-ribose-D-ribitol),, onde n= 2,

fato—D-ribose)n
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Z,4... 19 ou 20 e onde o &tomo de hidrogénio nos grupos hidroxi
livres foi substituido por um grupo protector. la generalidade
sabe-se que os oligossacaridos podem ser preparados ligando uni
dades maiores ou menores umas as outras, a partir das quais o
oligossacarido final é construido por meio de vérias reacgBes,
sendo as unidades providas com os grupos protectores necessa-
rios. Depois do oligossacdrido desejado ter sido construido, os
grupos protectores sio removidos. Se um dos grupos £ e ¥ na for
mula 1 de acordo com a pagina das férmulas anexa nio é hidrogé-
nin, e estes grupos n3o ocorrem nos compostos a partir dos quais
5 oligossacérido foi construido, estes grupos devem ser também
incorporados antes dos grupos protectores serem removidos.

Js oligossacaridos de acordoe com o presente invento poden
ser preparados partindo de um composto de férmula 2 de acordo
com a pagina das férmulas. Partindo deste composto hd varios
mnétodos de preparar os oligossacéridos de acordo com o presen-
te invento.

0 priaseiro método consiste em construir o oligossacérido
por incorporacso continua de uma unidade pequena. Isto pode
ser realizado por fosforilagZo de compostos de férmula 2 com
compostos de firmula 3 acoplando em seguida um composto de for
mula 5 ao grupo fésforo, repetindo estes dois passos tantas vg
zes quantas as desejadas, e finalmente, terminando a construgéo
por reaccio com um composto de férmula 6 de acordo com a pagina
das fdrmulas, apds a qual, os grupos protectores devem ainda
ser removidos. Outro método consiste na fosforilagZo de um com
posto de férmula 5 com um composto de férmula 3, ligagZo do pro
duto ootido, por meio do produto fisforo, a um composto de for-
mula 2, repetigdo deste passo, tantas vezes quanto desejadas e,
finalmente, terminac#o da construgdo por reacgdo cCOm ULl COliPOS-—
to de fdrmula 6, de acordo com a pagina das férmulas, apds a
gqual os grupos protectores devem airda ser removidos. U inven-
to refere-se assim, em particular a um método de preparacso dos
oligossacdridos de acordo com o presente invento caracterizado
por

1) um couposto de férmula 2 de acordo com a pagina das fdr
mulas é reagido com um composto de férmula 3 de acordo com a

pégina das fdrmulas, fdrmulas nas quais:
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K=0Csel =0,
K=Coulsel=1,
L=Cocul
K= a um grupo prctecter permznente,

um grupc reactivo capaz de formar directa ou indirecta
mente uma ligagfo com um transportador, e que contém
uma fung¢8o reactiva que tem um grupc protector perma-
nente, ou um grupo contenao na extremidade ndo ligada
uma cadeia hidrefébica, ou o grupo terminal R,0- é su-
bstituido pelc grupo reactivo HQn ou HS-, grupo reactil
ve que & provido com um grupo protector permanente.
R.= a um grupo protectcr permanente
A = a um &tomo de oxigénic ligado por meio de uma ligagéo
dupla ac Atomo de fésforc ou a nada (neste caso o &to-
mo de fésforc tem um par de electrles livre),
R,= a um grupo reactivo, e
R,= a um grupo reactivo ou um grupo de férmula 4 de acordo
com a phgina das férmulas na qual ¢ = 0 ou 1, R, = a
um grupo protector permanente e R5 = a um grupo pro-
tector permanente, um grupo reactivo que é capaz de
formar, directa ou indirectamente uma ligagio com um
transportador e yue contém uma funglo reactiva que tem
um grupo protector permanente, cu um grupo com uma ca-
deia hiarofébica na extremidade nZo ligada, ou o grupc
terminal --OR5 é substituido por um grupo reactivo H -
cu HS-, grupo reactivo que é provido com um grupo pro-
tector permanente, e por
2) se R4 nfc é um grupo Je férmula 4, o produto obtido nc
passc 1) é reagido com um composto de férmula 5 de acordo com a
pagina das férmulas onde R, é um grupc protector permanente e
Rb ¢ um grupc protector temporéric sendo o produto assim obtide
desprotegido por substituiglo de Ry por um dtomc de hidrogénio
e por ]
3) o passo 2) ser repetido m-2 vezes com produtc obtido no
passo 2) em lugar do produtc obtido nc passo 1) e por
4) o produtc obtido no passoc 2) ou no passc 3) ser reagido
com um composto de férmula o de accrdo com a pigina das férmu-
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las, na gual

R2 = a um grupo protector permanente,

R3 = a um grupc reactive,

R7 = a um grupo protector permanente, um grupc reactivo ca-
paz de formar uma ligacfo, directz ou lnuirectamente
com um transportador e gue contém uma fungfo reactiva
que tem um grupc protectcr permenente, cu um grupo com
uma cadeia hidrofébica na extremidade nfc ligada, ou o
grupo exterior 370— é substituido pelo grupo reactivo
H2N- cu HS-, grupo reactive que é provido com um grupo
protector permanente,

n=0oul,

qg=Czsen=¢,

gq=0oculsen=1, e por

5) no produtc assim obtido ¢ grupo protector permanente Rl

ou R7,

se presente e se desejado, & substituldo por X ocu ¥ des-

de que X ou Y nic sejam hidrogénic e por
6) o compostc obtido no passo 1), 4) ou 5) ser desprotegi-

do por

substituicBo dos grupos protectores permanentes por um

Atomo de hidrogénio.

G

inventc refsre-se também a um processo para preparar oli

gossaciridos de accrdo com ¢ presente invento, caracterizado

por

1) um composto de férmula 2 de acorde com a pigina das fér

mulas, na qual K, L, R; e R, tém ¢ mesmo significado que
acima, ser reagido com ¢ produtc de reacglo de um compos
to de férmula 3 de acordo com a pagina das férmulas, na
qual Ry» Ry e R, tém o mesmo significado que aciuma, com
2 condiglo de gue R4 ndc seja um grupo possuindo a férmg
la 4 de acordo com a phgina das férmulas de um compos-
to de férmuls 5 de acordc ccm 2 phgina das férmulas, na
qual R2 e Ry t8m o mesmc significado gue acima, e o pro-
duto assim cbtido ser aesprotegido substituindo 36 por
um Atomo de hidrogénio e por

2)oprodutc obtido no passo 1) ser reagido com ¢ produto de

reacglo de um composto de férmula 3 com um composto de
férmula 5 de acordo com a pAgina das férmulas, sendo o
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produto assim cbtido desprotegido substituindo Ré por um 4tomo
de hidrogénio e por este procedimento ser repetido m-3 vezes como
produto cbtido, e por

3) o produto obtido nc passc 1) ocu 2) ser reagidc com um

compostc de férmula 6 de acordo com a phgina das férmu-
las, na qual n, d, R,, R3 e R7 tém os mesmos significa-
dos que anteriormente, e por

4) no produto assim obtido, o grupo protector permanente

Ry ou Ry, se presente e se desejado, ser substituido por
X ou Y desde que X ou Y nfc seja hidrcgénio, e por

5) o composto cbtido no passo 3) ou 4) ser desprotegido

por substituigfoc dos grupos protectores permanentes por
um dtomo de hidrogénio.

Rl Pode ser um grupo protectcr permanente cu se X no oligos
sac4rido desejadc nfc for hidrogénio, pode ser igual a X, com a
condigio dequyfungéo reactiva esteja prcvida com um grupo protec
tor permanente em consequéncia do gual a fungfo rsactiva nfio en-
tra em nenhuma reac¢lo durante a formagfo do esqueleto do oli-
gossacirido. Uma vez que X na férmula 1 é de preferéncia hidro-
génio, Ry & de preferfncia um grupo protector permanente.

R, é um grupo protector permanente.

R3 na férmula 3 é um grupc reactivo e, R, é um grupo reac-
tivo ou um grupc us férmula 4. Uma vez que Y é de preferéncia
diferente de hidrogénio, R5 na férmula 4 é ae preferéncia um
grupo que nfo um grupo protector permanente. Uma vez que k, L,
n e g sdo preferivelmente zero, R, é, de preferéncia um grupo
reactivo e, em consequéncia, nfo é um grupo de férmula 4.

Pelc termo "grupo protector permanente" significa-se gru-
pos que durante todo o decurso da preparagdo dos cligossacéri-
dos de acordo com o invento exercem a sua influéncia protectora
sobre os - de outroc ‘modo - grupos reactivos. S6 apés a sin-
tese ter sido completamente efectuada, sfo removidos os grupos
protectores permanentes substituindc-os por unm dtomo de hidro-
génio. Tals grupos protectores sfo conhecidos na quimica dos
nuclebtidos e dos aglicares. 7

Os grupos R, na férmula 2, 3, 4, 5 e 6 podem ser grupos
iguais cu diferentes, escolhidos, de prefer@ncia do conjunto de
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grupos seguintes: benzoilo, benzilo, benziloximetilo, 2-clorofe~
nil, benziloxicarbonilo, terc.—butildifenilsililo, alguilo com
10-20 Atomos Ge carbono, tetra~hidropiranilo, terc.-butildime-
tilsililc e tritiloc. De preferéncia, R, nas unidades ribitol &
benzilc., 3e Rl ou R5 s8o ou cont®m grupos protectores permanen
tes, os referidos grupcs pouem ser apropriadamente escolhidos
do conjunto anteriormente mencicnado. O mesmo se aplica a RZ
na férmula 3 que é, preferivelmente 2-clorofenilo.

De preferéncia, Ry na férmula 2 juntamente com R, na posi~
¢80 5' da unidade ribose, forma um grupo —?i -0 - ?i-

(iC3H9)2 (iC3H9)2
(neste caso, K e L sfc iguais a zero) ou R,, na posicdo 5' da u-
nidade ribose, & Ky séo benzilo.

De preferéncia, R, na posigdc 2' da unidade ribose é ben-
zilo, benziloximetilo, tetra~hidropiranilo ou terc.-butildime-
tilsililo preferindo-se benzilo e benziloximetilo, e R, na po-
siclo 5' da unidade ribose na férmula 4, 5 e 6 é benzilo, ben-
ziloximetilo, tetra-hidropiranilc, tritilo ou terc.-butildife-
nilsililo, preferindo-se benzilo e terc.-butildifenilsililo.

0Os grupos reactivos R3 e R4 na férmula 3 podem ser grupos
que s8o capazes, em conjunto, de efectuar uma ligag8o entre os
grupos OH livres em compostos de férmula 5 e 2. S&c compostos

adequados de férmula 3:

0
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—P—i | |
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A reacgBo entre compostos de férmula 2 e 3 tem lugar, ha-
bitualmente % pressfc atmosférica e a uma temperatura entre ze-
ro e 60° centigrados durante 2C minutcs - 3 horas.

Em seguida, ¢ produto assim obtido é reagido com um compcs-
to ae férmula 5 na qual R, ¢ um grupo protector permanente e Ry
£ um grupc protector temporirio.

Em relagfc a R2 aplica~se o gue 34 foi focado antericrmen-
te sobre a férmula 2. Um grupo protector temporirio, significa
neste contexto que se utiliza um grupo que exerce a sua funcéo
protectora durante uma parte da construgfo do esqueleto do oli-
gossacirido, de modo a, subseguentemente, antes da construgéo
estar completada, ser removido selectivamente, i.e. sem que os
grupos protectores permanentes sejam removidos. Tals grupos
sio conhecidos na quimica dos nucleétidos e dos aglicares. Gru-
pos adequados sfc: alilo, l-propenilo, dimetoxitritilo, cloroa-
cetilo, bromoacetilo, levulincilo e aliloxicarbonilo. A maior
preferéncia para Ré é para alilo e l-propenilo.

A reacgfic com o composto possuindo a férmula 5 efectua=~se
geralmente & pressfo atmosférica e a uma temperatura entre O e
6c°C durante 20 min - 3 horas.

Apbs reacc¢do com o composto ae férmula H, o grupo Rg é se-
lectivamente removido, geralmente & pressfio atmosférica e a uma
temperatura de U a 609 durante 10-60 min, e & substitufdo por
um 4tomo de hidrogénio.

Depois, se desejado, a reacglc com um composto de acordo
con a férmula 3, desde que R4 seja um grupo reactiveo, a reacgéo
com um compostc de acordo com a férmula 5 e a substituiglo de
R6 por um Atomo de hidrogénio podem ser repetidas m~-2 vezes.

As condigles sob as quais estes passos sfo efectuados s8o as
mesmas do que para os passos equivalentes j4 descritos anterior-
mente.

Em seguida, o produto obtido & reagido com um composto de
férmula 6 de acordo com a pigina das férmulas. DTm relaglo a R,
e R3, aplica-se ¢ que j& fol focado anterlormente em relagio a
Ry, @ 33 nas férmulas 2 e 3. De preferdncia n e g sfo iguais a
ZETC. R7 tem o mesmo significado que Rl; isto n8o significa que
Ry e R7 sejam necessariamente iddnticos. Como ¥ nc oligossacé-
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rido desejado de preferéncia nfo é hidrogénio, R7 é de preferén-
cia igual a Y (Y # H), com a condic8o de que a fungio reactiva
é provida com um grupo protector permanente. Os grupos que po-
dem ser usados adequadamente para este fim sfc os grupos protec
tores permanentes j4 mencionados; é dada maior preferéncia ao
grupo benziloxicarbonilo.

As condigles sob as quals a reacgfo com um composto de acor
do com a férmula 6 & geralmente efectuada, sfo as seguintes:
temperatura 10-60°C & pressfo atmosférica, tempo 15 mn - 6 horas,

A construcdc do esqueleto do cligossacéirido estd assim com-
pleta. Se desejado, Rl ou R7, desde que Rl ou R7 Sseja um grupo
protector permanente, podem agora ser substitufdos por X ocu ¥
desde que X ou Y # H. Nos oligossaciridos de acordo com o pre-
sente invento, X é de preferdncia hidrogénio; nesse caso, Ry &,
de preferéncia, um grupo protector permanente. Como Y é de pre-
fer8ncia aiferente de hidrogénio, Ry &, de prefsréncia igual a
Y (Y # H) com um grupo protector permanente. lMesse caso, nem
Rl nem R7 precisam de ser substituidos por X ou Y desde que X
ou Y # H. De preferéncia, este passo nfo é, portanto, efsctua-
do.

Finalmente, os grupos protectores permanentes sio substi-
tuidos por um 4tomo de hidrogénic. Da mesma forma que o uso e
a introducgdo de grupos protectcres permanentes é conhecido na
quimica do agficar e de nuclebtidos, a desprotecglio é também co-
nhecida.

Contudo, a preparagfio de oligossaciridos de acorde com o
presente invento, nos quais X, L, n e g = 0, é efectuada, de
preferéncia, deixando um composto de férmula 2 reagir com o pro
duto de reacglo de um composto de acordo com a férmula 3 e de
acordc com a férmula 5. Apbs desprotecgdo do produto obtido re-
movendo Ré, 0 esqueleto/%iigossacérido pode ser alnda aumsntado
por reacc¢fio com o produto de um composto de férmula 3 e de fér-
mula 5 e desprotegendo o produtc cbtidc removenao novamente Ré.
Isto pode ser repetido tantas vezes guantas desejado tendc em
conta o comprimentc desejado do esgqueleto do oligossacarido.

A construgdo do esguelsto do cligossacérido é completada pela
reacglo com um composto de férmula 6. A vantagem desta aborda-

gem é que o nimero de passos pode ser reduzido porque o produtq
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obtido reagindo um composto de férmula 3 e 5 sé necessita de ser
preparado uma vez. Uma segunda vantagem é o factc de que um
composto de fbérmula 3 reage mals selectivamente com um composto
de férmula 9 que com um composto de férmula 2. Bm ambos os ca~
sos, ¢ composto de férmula 3 serve para ligar sé um composto de
férmula 2 ou 5, enquanto o outro grupo reactive do composto pos-
suindo a férmula 3 permanece intacto. No caso de reacg¢fo com um
composto de férmula 2, ocorre mals formagdo de dimero indesejé-
vel.,

A reacgdo entre um composto de férmula 3 e 5 & efectuada a
uma temperatura entre 10 e 60°C e & pressic atmosférica e esta~
r4 geralmente completa dentro de 10-6C mn. O produto assim for-
mado é também reagido a 10 - 60°C e b pressio atmosférica com
um composto de férmula 2. Esta reacgfo estarid geralmente comple
ta 20 fim de 0,5-3 horas e é efectuada de preferéncia na presen-
ga de um catalisador, tal como N-metilimidazol ou tetrazol, ou
apbs activaglo com,ou na presenga de um reagente activador, tal
come 1-(2,4,6-triisopropilbenzenc-2'-sulfonil)-3-nitro-1,2,4~
~triagzol ou l-(mesitilenc-2'-sulfonil)-3-nitro-1,2,4,-triazol.

s compostos de acordo com a férmula 3 que podem ser ade-
quados para serem usados sfo em principio cs mesmos que os com-
postos j& acima mencionados.

Os cligossacéridos de acordo com o presente invento podem
tamb4m ser preparados partindc de um composto de férmula 6 de
acordo com a pagina das férmulas.

Este composto & reagido com um composto possuindo a férmu-
1a 5 na qual H é substituido por Ry e Rg por H. A desprotecgdo
é entfo efectuada substituindo R, por H e reagindo o produto ob-
tido com um composto de férmula 3 e de férmula 2, consecutivamen-
te. Cutra possibilidade consiste em reagir um composto de fér-
mula 6 com ¢ produtc obtido pela reacglc ue um composto de for-
mula 3 com um composto de férmula 5 na qual H é substituido por
Ry e Ry por I e reagindo o composto cobtido com um composto de
férmula 2. Cs passos intermediédrios pocdem novamente ser repeti-
dos m=2 vezes.

Em vez de compostos de férmula 3 de acordo com a pigina das

férmulas, podem tambdm ser usados cutros compostos de fosforo
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para a preparacgdo dos oligcssaclridos ue acordo com o invento.
Isto aplica-se tanto acs processos j& descritos e acs processos
de preparagf8o adiante. Assim, os compostos de fosforo tendo
trés grupcs reactivos, tal ccomo PCl3 ou salicilclorofosfina, po-
dem ser reagidos com o compcsto 2 ou 5 de acordo com a pigina
das férmulas, depois o proautc obtido é hidrolisado para o fos-
fonato correspondente ¢ qual, apés activag8c com um reagente ac-
tivador, tal comc cloreto de pivzloilo, é reagido com o composto
5 ou 2 de accrdo com 2 phgina das férmulas.

Apés reacglo de um compostou de férmula 3 de acordo com a
pAgina das férmulas com ¢ compesto 2 ou 9 de acordo com a pagi-
na das férmulas, o procuto assim formadc pode também ser hidro-
lisace - com remogdc do grupo reactivo livre que resta e o gru-
po prctector permanente (que é neste casc uu grupo protector tem
perérioc) - para ¢ fosfonato correspondente o qual apés activacgfo
com um reagente activador, é reagido com ¢ composto 5 ou 2 de
accrdo com a pAgina de fdérmulas,

Se A na f6érmula 3 for nada e o composto de fésforo tiver
assim um par de electrdes livres cu se durante a preparagfo dos
c¢ligossacéridos Ge acordo com o invento se formarem ccmpostos de
fésforo que ndo est@o completamente oxidados, deve-se efectuar
uma oxidac¢io, por exemplo com 12/piridina ou terc.-butilperdxi-
do de forma a obter ¢ fosfato correspondente.

Outrc processc de preparag¢do de cligossacéridos de acordo
com o invento é =através da chamada sintese de bloco. Neste caso,
fragmentos relativamente grandes doc oligossacérido desejado sfoc
preparados separadamente e depois ligados entre si. Ainda outro
processc consiste em preparar um fragmento relativamente grande
e desprocteger uma parte do fragmento cobtido num local diferente
aa cutra parte, tendo como resultado que ambas as partes podem
ser ligadas entre si. ( invento de accordo com o presente pedi-
do refere-se, portantc, também, em particular, a um processo pa-
ra a preparag¢io de oligossacéridos de acordo com o presente in-

vento caracterizadoc pelo factc de

1) um composto de férmula 2 de acordo com a pigina das fér-
mulas ser reagido com ¢ produto ue reacg¢do de um composto
de férmula 3 e férmula 5 ae acordo com a pigina das fér-
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mulas em cujas férmulas K,L,A,Rl,RQ,R3 e Ry tém os mes-
mos significados que j& desscritos e R, é um grupo reac-
tivo, e pelc facto do produto assim obtico ser desprote-
gido substituindo R, por um tomc de hidrogénio, e pelo

facto de

2) o passo 1) ser repetido tantas vezes quantas as deseja-
das com o produto obtido no passc 1) em vez do composto
de acordc com a foérmula 2 e pelo facto de

3) o passo 1) e se desejado o passo 2) serem repetidcs
partindo de um composto de fébrmula 2) na qual K=C, L=1
e R1
tituido por um Atomo de hidrogénio no Gltimo passo em

ser um grupo protector temporédrio, e sendo Rl subs

vez de Ry, © pelo facto de

4) o prcdutc obtido no passc 1) ou 2) e o produto obtido
no passo 3) serem reagldos entre si e no produtc assim
focrmade Ry ser substituidc por um &tomc de nidrcogénio e
pelc facto de
5) © precauto obtido no passc 4) ser reagicc com um compos-
to de férmula 6) dae acoréc com a pagina cas férmulas na
qual R,, B39 Ryy 0 e g tém os significados j4 descritos
e pelo factc de

6) o grupc protector permenente K, ou R7 se presente e se
desejado, no produto assim obtido ser substituido por
X ou Y desde gque X ou Y nio sejam hidrogénio, e pelo
facto de

7) o composto obtido no passc 5) ou 6) ser desprotegido

substituindc os grupos protectores permanentes por um
Adtomo de hidrocgénic.

Este processo de preparacfo pode ser também efectuado usan=-
do um composto de férmula 6 no passo 3) em vez de um composto de
férmula 2, utilizando o produto de reacglo de um composto de
férmula 3 e de férmula 5.

Este processc de preparacgfo pode também ser efectuado a
partir de um composto de férmula 6 de forma andloga & jé& descri-
ta.

¢ invento refere-se também a um processo ae preparagio de

cligossaciridos de acordo com o presente invento caracterilzado
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pelc facto de

1) um composto de férmula 2 de acordc com a pbgina das fér-
mulas ser reagido com ¢ produto de reacgic de um compos-
te de férmula 3 e de férmula 5 de acordo com a pigina aas
férmulas, na qual A, R, h3 e Rg tém o significado jé
descrito e R, é um grupo reactivo, K=0, L=C e k; é um
grupc protector, e ¢ produto assim obtido ser desprote-
gido substituindc R, por um 4tomo de hidrogénio, e pelo
facto de

2) o passo 1) ser repetido tantas vezes quantas as deseja-
das com o produto cbtido nc passo 1) em vez do composto
de férmula 2, e pelo facto de _

3) uma parte do produtc obtidoc nc passo 2) ser desprotegi-
ao substituindc Ry por um dtomo de hiudrogénio em vez de
Rgy e pelo facto de

4) os produtos nos quais Rl e Ry foram substituidos serem
reagiaos entre si apbs um dos referidcs produtos ter si-
do reagido com um compcosto de férmula 3, e pelo facto de

5) Rg no produte obtido ser substituido per um &tomc de
hidrogénio, e pelo facto de

6) ¢ produto no passoc 5) ser reagido cum um composto de

férmula 6 de acordo com a pigina das férmulas na gual n,
4y Rys R3,'e R7 tém o significauac j& descritc e pelo fac-
to de
7) o grupo protector permanente Rl ou R7,se presente e se
desejado, no produto assim cbtido ser substituido por X
o Y nic sejam hidrogénic e pelo factc de

8) o composto obtido no passo 6) cu 7) ser desprotegido su-
bstituindo os grupos protectores permanentes por um &to-
mo de hidrogénio.

Este processc Ge preparacfc pode ser também efectuado em
sequdncia inversa, i.e., partindo de um composto de férmula 6 e
terminandc com a incorporag¢foc necessiria para obter um composto
Ge férmula 2.

Uma cutra variante desta sintese em bloco é aguela em que,
antes dos dols blocos serem ligados, a incorporagio do grupo
terminal (por reaccfo com um composto de férmula 6 ou de férmula
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2) ser efectuada num dos bloccs. A sintese em blocos é parti-
cularmente vantajosa se se preparam oligossachriuvos relativamen-
te grandes. Desta forma podem ser consideravelmente reduzidos
¢ namero de passos de reacg¢Bo. As condigles sob as quails os
blocos sfc ligados entre si nfc s8o em principic diferentes das
acima j4& discutidas para os outros processos. (s processos de
preparag¢fo dsscritos pcdem ser efectuados, de forma adequada, em
parte ou na totalidade, numa fase sélida.

¢ invento & explicado com referéncia aos seguintes exemplos:

EXEWMPLCS

1. Preparacgdc de um composto de fbérmula 2 de acordo com

a pigina das férmulas

Partindc da D-ribonolactcna, preparou-se 1-C-/ 2-benzilo-
ximetil-3,5~0—(tetra—isopropildisiloxano—l,3-diil)—ﬁ—D-ribofu—
rancsil 7-2,3,4-tri~-G-benzil-L-ribitol (ccmposte 15 nc esquema
1) através de 13 proautos intermeaiérios.

¢ composto 2 no esquema 1 foil preparadc a partir do compos-
to 1 como Gescrito na Canadian J. Chem. 36 (1958) 1720.

4,5 ml de clorofcrmato de alilo em 10 ml de acetonitrilo
secc foram adicicnados gota a gota,enquantc se agitou,a 4 g
de composto 2 e 3,5 ml de piridina seca em 1C ml de acetonitri-
lo secc a c%c. A agitacgfBo fol entfo continuada durante 1 hora
a 0°C.

¢ excessc de clcroformato fol destruido adicicnando gelo.
A mistura de reacgfo foi dilufda com 106 ml de éter e lavada 3
vezes com 50 ml de 4gua. A camada orgénica fol seca com I:-’Igso4
e concentrada scb vicuc. C residuo fol dissolvide em 10 ml de
diclorometano e filtrado através de uma pequena coluna que foi
enchida com 6 g de silica gel 6G. A coluna foil lavada com 40 ml
de diclorometano. G filtrado e o liguido de lavagem fcrém C o~
binados e concentrados scb vacuo. ( composto 3 fol cristaliza-
do a partir disto com éter/diiscpropil éter.

5 g de compostc 3 em 20 ml de dioxano foram cclocados sob

uma atmosfera de hélic. Depois de se adlcicnarem 15 mg de te-
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traquis (trifenilfosfina) paladio, a solugdo foi mantida du-
rante 15 min, sob condigBes de refluxo e a mistura de reacg&o
com o composto 4 foi concentrada.

8,6 g de composto 4, 3,5 g de borohidreto de sédio e 150
nl de tetra-hidrofurano seco foram aquecidos para 55°C, adicio
naram-se 30 ml de metanol em 45 min.enquanto se agitou. & agi-
tacso foi entsio efectuada durante 1 hora a 55°C .

Apbs arrefecimento, a mistura de reacgfo fol concentrada
sob vécuo. O residuo foi co-evaporado com metanol seco (3x50ml)
recuperado com 100 ml de diclorometano e lavado com 100 ml de
una solucsio saturada a 90% de cloreto de amdnio em égué. A ca-
mada aquosa foi extraida com diclorometano (2x100 ml). As ca-
madas orginicas combinadas foram secas (lig30,) e concentradas
sob vécuo. O residuo foi purificado por cromatografia (eluigso
com diclorometano/metanol 100/0—s 95/5). is fracgBes adequa-
das contém compostos 5. 6,2 g de composto 5 foram dissolvidos
em 100 ml de 4cido acédtico, apds o qual se adicionaram 40 ml
de 4gua. A soluglio foi agitada durante 4 horas a 50°C. A mis-
tura de reacc#o foi concentrada sob vacuo. 0 resfduo foi co-
—evaporado com tolueno seco (3x25 ml) e piridina seca (3x25 ml)
e redissolvido em 40 ml de piridina. Depois de se adicionarex
7,5 g de cloreto de tritilo, a solugZio foi agitada durante 12
horas a temperatura ambiente. Lpos se adicionarem 5 ml de me-
tanol, a mistura de reaccl8o foi concentrada sob vécuo.

0 resfduo foi co-evaporado com tolueno (3x286 ml) e recu-
perado em 150 ml de diclorometano e lavado com 150 ml de solu~
c%o de bicarbonato de sddio 1 i e com 150 ml de agua. A cama-
da orgdnica foi seca (lig80,) e concentrada sob vécuo. hpds crg
matografia de purificagso efectuada como no passo anterior, obtg
ve-se o composto 6. 7,5 g de composto 6 foram dissolvidos em
40 ml de N,N-dimetilformamida seca, apds o qual se adicionaram
em pequenas porcdes 2 g de hidreto de sb6dio. A mistura de reag
c%o agitada foi arrefecida para 0°C e adicionaram-se gota a
gota durante 30 min,, 6,2 ml de brometo de benzilo em 10 ml de
N,N-dimetilformamida seca. Continuou-se a agitag@io durante mais
30 min a 0°C e depois durante 12 horas a temperatura ambiente. De
pois, adicionaram-se lentamente 10 ml de metanol e a mistura de reac
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¢Bc fol concentrada sob vicuo. G residuc fci recuperado em 15C
ml de éter e lavado trés vezes com 50 ml de H,U. A camada orgh-
nica foi seca (ligSU,) e concentraua sob vécuo. A purificacéo
cromatogréfica do concentrado (elulgZo com hexanc/diclorometanc
2/1 (400 ml) e 1/1 (4CC ml) segulda de diclcrometanoc) e a evapo-
ragic das fraccgdes correctas deu o composto 7. 8,5 g de compos-
to 7 foram dissolvidos em 135 ml ue Acido acético e 15 ml de
4gus e aquecidos durante 90 min a gc%. & solucic foi concentra
da scb vécuo. € residuc foi recuperado sm éter e lavadc com &~
gua (56 ml) e solucl8c de bicarbonato de sbédic 1E (2x50 ml).

A camada orghnica fol seca (Mg504) e concentrada sob vacuc.
1C¢ ml de diclorcmetanc/hexanc 1/1 foram adicionados ao residuo
e efectucu-se filtragfc. O filtrado fol purificado cromatogra-
ficamente (elui¢fo com 400 ml de cloroférmic (hexano 1/1; 40C ml
de diclerometanc e diclorometanc/metanol 98/2), apbs o que se
cbteve ¢ composto 8. 3,4 g de composto 9, que fol ccmprado, e
3,1 g de composto 8 foram seccs por co-evaporaglc com dioxano
(3 x 56 ml) e Gepols aissolvidos em 50 ml de l,2-diclorcetanc
secc. Adicicnaram-se peneiros moleculares (4 ﬁ, 10 g de pelotas
activacas) e a mistura fci agitada & temperatura ambiente duran-
te 9C min. sob uma corrente de azctc. Depols 3 x 3C pl de sul-
fenato de trimetilsililc triflucrometano foram adicionados a in-
tervalos de 1 hora. 1 hora apés a Ultima adicBc, adicionaram-
~se 100 pl de trietilamina; os peneircs moleculares foram remo-
vidcs por filtracg8c e lavados com cloroférmic e tclueno. € fil-
tradc e ¢ liguido de lavagem foram combinados e concentrados sob
vAcuc. U residuo fci purificado cromatograficamente (eluigdo
com tclueno/acetona 10C/G—>98/2). ¢ compoéto 10 foi obtido a
partir das frac¢les correctas. 5 g dele foram dissclvidas em
29 ml de dioxano secoj; depois 25 ml de metanol secc e 1,25 ml de
metlxido de sédic 1li¥ em metancl foram adicicnados. A misturs
de reacglc foi agitada durante 4 horas & temperatura ambiente.
Depois de 0,25 ml de metdxido de sbédic 1l em metanol ter sido
adicicnadc, efectucu-se agitacfc durante mais u-a hora. Depoils,
1,25g de Dowex 50 Wx4 (forma H") fcram adicicnados e removidos
apés 30 min. por filtrag8o e lavados com metancl e cloroférmio.
U filtradc e o liquido de lavagem fcoram combinados e concentra-
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dos sob vicuo. A purificagfc cromatogréfica (eluig8o com dicle-
rcmetano/metancl 16G/¢—395/5) deu o compostc 11, do qual 2,4 g
forsm ccncentrados duas vezes em 20 ml de piridina seca. Depois
adicionaram-se 20 ml de piridina seca. A scluclc obtlda fci
agitada sob uma atmosfera ae azoto a ¢°C e 1,4 ml de 1,3-diclo~
ro-1,1,3,3-tetra-iscpropildisiloxano foram adicicnados gote a go-
tz em 15 min. Lepois a agitacBc foi efectuada durante 1 hora &
temperatura ambiente. A mistura de reacg¢ioc fol concentraca sob
vécuo e co-evaporada com tolueno (3%20 ml). ¢ residuo fol recu
perado em 75 ml de dietil-éter e lavado com KH,PO, 1i (3 x 50 ml)
e HaHCC3 1#( 3 x 506 ml). A camada orghnica fci seca (Mg804) e
concentrada sob vicuo. Apds purificac8o cromatogréfica (eluicfic
com diclorometanc/acetona 10G/G-—2986/2), obteve-se ¢ composto
12, do qual 1,49 g foram concentrados duas vezes a partir de 5
ml de acetcnitrilo. Depois 4,5 ml de acetonitrilo foram adiclo-
nados. A4 sclucglo fol agitada scb uma atmosfera de azoto a 50°C
e 1,35 ml de N,N-diisopropiletilamina seca e G,5 ml de cloreto
de bengzilcximetilc foram adicicnados em sucessfZo. Duas horas
depois, 2dicionaram-se 0,25 ml de clcreto de benziloximetilo e
depois a agitacBo fol efectuada durante mais uma hora. Depois
adicicnaram-se 2 ml de metancl seco a SOOC. Apds arrefecimentc,
a mistura de reaccgloc fci concentrada sob vacuo. O residuo fci
recuperado em 40 ml de aietiléter e lavado com KH2P04 1% (3 %

x 20 ml) e NaH003 1if (20 ml). A camada orginica fci seca (ﬂgSG&
e concentrada scb vicuc. Apbs purificaclo crcmatogréifica (elui-
¢do com hexano /acetato de etilo 16/C—9/1), cbteve-se o compos
to 13. G composte 13 (1,32 g) fol dissolvido em 4 ml de tetra-
-hidrcfurano. A solugdc fol desgaseada 3 vezes e colocada sob
hélio. Adicionaram-se hexafluorofcsfato de 1,5-ciclocctadienc-
bis(metildifenilfosfina)-irfdio (2-3 mg), apbs o qual a soluco
foi novamente desgaseada 3 vezes e cclocada sob hélio, Uma cor-
rente de H2 foi passada scbre a solugBo durante 2 min., apbs o
gqual foi novamente desgaseada e colocada sob hélic. Apbs 4 ho-
ras a mistura de reacgl8c fol concentrada scb vicuo. 0 composto
14 assim obtido foi dissclvico em acetona e 4gua (1,2 g em 15ml
e 1 ml respectivamente). Depois adicionaram-se 300 mg de HgC e
375 mg de HegCl, e a suspensdo foi agitaua durante 30U min & tem-
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peratura ambiente. C HgC fci remcvido por filtraecgfo e lavado.

¢ filtradc e o ligquido de lavagem foram combinados e concentra-
Gos sob vAcuc. O residuo fol recuperadc em 75 ml de dietil-éter
e lavado com 4G ml de uma sclugdo Ge KI saturada a 5C% (3x),

4C ml de uma solugBo de N&HSO3 a l% e 4G ml de NaHCG3 1. A ca~
mada crginica foi seca (¢g804) e ccncentrada sob vécuo.

Apés purificagfc crcomatogrifica (eluigBo com hexano/aceta-
tc de etile 9/1—37/3), obtiveram-se 0,97 g de compostc 15 puros
RE = 0,34 (hexano/acetato de etilo 7/3), /% 720 = +39° (¢ 1,0-
-CHClB).

2. Preparacic dc composto de férmula 5 de accrdo com g

pégina uas férmulas

Partindo do composto 14 do esquema 1, preparou-se O COmMpos-
to 17 de acordo com ¢ esguema Z.

C ccmposto 14 (425 mg) foi concentrado a partir de 2 ml dae
dioxano seco (2x) e dissolvido em 2,2 ml de fluoretc de tetra-
-n-butilaménio C¢,5 iI em dioxano. Depois de repousar durante 30
minutos & temperatura awbiente, evaporou-se o solvente sob vécuo.
Adicionaram-se 25 ml ae HaHCG3 1lif ao resicuo e a mistura foi ex-
traida com 25 ml de diclorometanc (3X). 0Os extractos combina-
dos foram secos (ugS0,) e concentrados sob vacuoc. Apés purifi-
cagfic cromatografica (eluigéo com diclorometano/metanol 160/0—
— 98/2) e concentragdo sob véacuc das fracgles correctas, obti-
veram~ss 239 mg de um proauto que continha 200 mg ae composto
16. ZEste produto fol concentrado duas vezes a partir de 2,5 ml
de piridina seca e aepols dissclvidc em 2,5 ml de diclorometanoc.
Depois de se adicionarem 65 pl de W,N-uiiscpropiletilamina e 9
jl de cloreto de terc.—~butilaifenilsililo, a mistura de reacglo
foi agitaua durante 12 horas & temperatura ambiente., ALpds te-
rem sido adicionados 65 pul de N,N~diisopropiletilamina e 90 yl
dge cloreto de terc—butildifenilsililo, efectuou-se agitac8o du~
rante mais 24 hcras. Adicionaram-se entfc 0,5 ml de metanol e
a concentracgio foi entfo efectuada scb vlcuc. U residuc fol re-
cuperado em dietil-éter (29 ml) e lavado com KH PO, 1M (3 x 10ml)
e NaHCG3 1% (10 ml). A camada crginica fol seca (Hg804) e con-

centrada sob vicuc. A purificag8c cromatogréfica (eluigBo com
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hexano/acetato de etilo 16/G—7/3) deu 254 mg de composto 173
Rf = G,41 (hexano/acetato de etilo 7/3) o /o 75" = -24,8°
(C = 1,0 - CHc13).

3. Preparacio de um composto de férmula 3 de acordo

com a pigina uas férmulas

Preparou-se fosfato de 2~-clorcfenil-0,0-bis(l-benzotriazo-
1il) de acordo com I.R.L. Press, Cxford, U.K. (1934) 153-183.
Tste composto & daqui em diante denominado composto 18.

4, Preparaclo de um composto de férmula 1 de acordo

com a pigina das féramulas

Preparcu-ss (e acordc com o esguema 3, um oligossacérido
de acordc com o presente invento.

229 mg de ccmposto 15 e 294 mg de composto 17 foram ccncen-
trados separadamente a partir de 2,5 ml de piridina (5 X, a Gl-
tima vez para um volume de 1 ml). Depols adicionaram-se ac com-
postc 17,1,46 ml de uma soluglo G,2 I de composto 18, apbs a
qual a solugfic fol agitada durante 30 minutos 4 temperatura am-
biente. Esta soluglo fol adicionada a uma mistura de composto
15 e 50 pl de N-metilimidazol sob condigbes anidricas. Apbs
ter sido agitada durante 2 horas & temperatura ambiente, 2 solu-
¢80 foi ailufda com H5C ul de dietil-éter e lavada com bicarbona-
to de trietilaménio 1 if (2 x 25 ml), KH, PO, 1 il (25 ml) e bi-
carbonatc de trietilaménio 1 I (25 ml). A camada orgnica foi
seca (MgSG4) e concentraua sob véicuo. A purificacéc cromatogré-
fica (eluicBc com hexano/acetatc de etilo 10/0—s 8/2) deu 368mg
de compostc 19 (n = 1), o qual fol entdc tratado com HgG/HgCl2
como descrito para a preparacgdc dc composto 15. Apbs separagioc
cromatografica (eluiglo com hexanc/acetatc ue etilo 9/1—37/3)
obteve-se ¢ ccmposto 20 (n = 1).

G composte 21 (0,22 mmole), preparado por reacglc ao éster
de pentaclorcfenil de benziloxicarbonilglicina e 3-amino-l-pro-
pancl em uicoxanc (temperatura ambiente, 1 hora) fol fosforilado
com ¢ composto 16 (1,1 ml de uma solugdc em aioxanoc 0,2 ).

A sclucfo foi adicionada a uma mistura de 296 mg de compos-
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to 20 (n=1) e 20!/1 de N-metilimidazol. Apbs agitacBo duran-
te 2 horas & temperatura ambients, uma solu¢lc cbtida fosfori-
lando 0,30 mmole de composto 21 com 1,5 ml de uma soluglo G,2 M
de composto 16 em dicxano (36 minutos), foi novamente adiciona-
da & mistura de reac¢Bo. Apdés 2 acras, obteve-se ¢ composto 22
(n = 1) por meic de um processc de lavagem como descrito na pre-
paracgdo dc compcsto 19 (n = 1) e por meio de uma purificacgo
cromatogrifica (eluigfio com cloroférmio/acetona 100/G—395/5).

C composto 22 (n = 1) (235 mg) foli desprotegidc através
dos seguintes passos em sucessfo:

- remogdc de grupos 2-clorofenil por reacgfo com sinpiri-

dina-2-carboxaldoxima e W', T, N3, W3-tetrametilguanidi-

na em tetra~hiarofurano durante 48 horas 5 temperatura
ambiente;

~ remogdo do 1,1,3,3~-tetra-iscpropildi-siloxano~1l,3~aiil e
do grupo tercrvbutildifenilsililo por reacg¢fio em dloxano
com fluoreto de tetra-n-butilamdénio durante 16 horas 3

temperatura amblente;

- remcg¢io dos grupos benziloxicarbonil, benziloximetil e
benzilo, por hidrogendlise em terc.~butancl/4gua (24 ho-
ras) e agua (24 horas), sucessivamente na presenca de Pd/
/C a 10% (600 mg) e glicinamida.

Apbs remcglo ao catalisador por filtragfo, lavagem do fil-
trado (3 x ) com clorofdrmioc, evaporagfo do cloroférmio, liofi-
lizagio, filtraglo em gel scbre Sephadex G-25 (eluicfoc com bi-
carbonato de trietilaménio C,Cl ., pH7), liofilizagHo das frac-
¢8es aglicar-positivas, ¢ material cbtido foi passado através de
uma coluna Dowex 50 ¥ x 4 (forma Fa') em bdgua. Apds liofiliza-
¢80, obtiveram-se 51 mg do composto 23 sélido (n = 2). 3p g

$ 1,54 e 0,74 YH Wik (ref. LG, 4,65 ppm): & 4,9 (s,1H);

4,86 (s, 1H); 4,5-4,4 (m, 8 linhas, 1H); 3,21 (%, -VH-CH,-
-CH2—, espagader)y 1,71 (t, —CH2—g§2-CH2, espagador).

130 N¥R (cloretc de tetrametilaménio de referéncia externa &

56,2): 5 167,38 (s), 167,7 (s, C-1 Ribf), 1C7,5 (s, C-1 Ribf),
83,5 (s, CH), 82,8 (q, CH, I,y 7,8 Hz), 75,2 (s, CH), 75,1 (d,
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CH, Jop 3,4 Hz), 74,6 (br s, CH, J., nfo disscciado), 72,3 (s,
2 x CH), 71,8 (a, 2 x CH, JCP 8,8 Hz), 71,4 (s, CH), 71,0 (s,
2 x CH)y, 6,99 (s, CH2)’ 69,3 (s, CHQ), 67,5 (d, CHQ, JCP 4,4 Hz)
67,3 (d, CH2 JCP 4,4 Hz), 64,4 (d, CHZ’ JCP 5,9 Hz), 63,4 (s,
CH,), 63,2 (s, CH,), 41,3 (s, CH, G1y), 37,2 (s, CH,), 30,0 (4,
CHyy Jgp 753 Hz).

FAB S (espectrcmetria em massa ue bombardeamento atémico
répido) revelou w/z 823 / compostc 23, n = 2, = Wa 7  como o si-

nal mals abundante na regifBic de massa elevada.

3)

5. Preparac8c do composto 23 (n

G composto 2¢ (n = 1) (0,46 mmcle) fol adicionado a uma so
lucfo cbtida fosforilando C,56 mmole do compostc 17 com 3 wl de
uma solugdo ¢,2 . do composto 18 em dioxano/piridina durante 30
minutos. Apbs 3 horas, cbtiveram-se 0,36 mmcle de composto 19
(n=2). De forma andloga ac processo  j& descrito acima, fo-
ram entic preparados C,30 mmole ue ccmposto 20 (n = 2) e, par-
tindo de ¢,15 mmole de composto 20 (n = 2), obtiveram-se 478 mg
ge composto 22 (n = 2). A partir aeste composto, 45 jmole fo-
ram desprotegidos para ¢ composto 23 (n = 3). Prcduglo 22 mgs
31

P
¥ilk: §1,66 e G,85 (dols sinais sobrepostos); 1H NYR em D20 (ref.
HDO, & 4,69): 4,92 (s, 2H); 4,68 (s, 1H); 4,55-4,42 (m, 2H);
3,29 (t, 2H, espagador -NH-CH,-CH,-); 1,74 (t, 2i, espagador

~CH,~CE,~CH,=); [ 75 = =30,1° (¢ = 1,0, H0).

2 =2

6. Preparacfc de imunogénics

Prepararam-se imunogénics ligandc ¢ composto 23 (n = 2) e
compostc 23 (n = 3) (ver esyusma 3),a toxbide tetinico (TT) e
% proteina da membrana externa (ifP) do Haemophilus influenzae

tipo b ue acordc com o esquema 4.

Em primeirc lugar os oligossacéridos 23 (n = 2e 3) foram mo-
dificados reagindo o grupc amina terminal com mercaptoacstato de
¥-succinimidil-S-acetilo, que produziu o composto 24 (n = 2 ou
3). Introauziram-se grupos 2-piridilditio (PDP) nas proteinas
reagindo os grupos é—ﬁHg das lisinas com 2-piridilditicpropio-
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natc de N-succinimiailo (SPDP). (s compostos 24 e 25 foram adi-
cicnados num tampZc (pH 6,1). U grupo I-acetilo uc componente
cligossachrido fol cindido adiciocnando hiurcxilamina, sendo pro
duzidc um grupc livre -SH. © ticl 26 reage entfo com um grupo
PDP na proteina para formar ¢ compestc 27. A extensfc de incor
poragio do cligossacérido fol determinada por uma medigio aife-
rencial com T.V. da quantidade de 2-tiopiridona libertada (4€
343 = 2.000 X 1),

Materiais

Solugdes de toxdide tetdnico (10 mg/ml) e de proteina da
membrana externa do H. Influenzae (2,5 mg/ml em ¥aCl G,14 i +
+ 0,1% Zwittergent 3-14). Preparou-se mercaptcacetatc de I-suc
cinimidil S-acetilo de acordo com Anal. Biochem. 132 (1983) 68-
73. Obteve-se 3PDP a partir de Pierce Chemical Company e Zwit-
tergent 3-14 (sulfonato de N-tetradecil-N,N-dimetil-3~aménio-1-
propano) due Calbiochem. IN-etilmorfclino e dimetilacetamida fo-

ram destilados a partir de fluorodinitrobenzeno.

Tampic A: I-etilmorfolinc 2i/HCL pH 8,53

Tampio B: bicarbcnato de trietilaménio C,CL i, pH 7,0;

Tampfc C: fosfato de sbdio C,1 i + ELTA 0,005 I (di-hidrato de
aissédic de tetraacetatc de etilenodiamina) pH 6,13

Tampfc D: fosfato de sbédio C,1 i, pH 7,8;

Coluna PD-10: coluna descartével Pharmacia Sephadex G-25 I pré-

-embalada (volume 9,1 ml, altura 5 cm).
Coluna G=25: 100 x 1¢ cm Pharmacia Sephadex G-25 ( superfino)

Preparacic do composto 24

19,8 mg (21,4 nmole) da forma trietilaménio dc¢ composto 23
(n = 2) foram dissolvidos em 0,21 ml de tampfo A, apés o que
se adiciocnaram 25 mg de mercapotoacetato de HN-succinimidil 5-
-acetilc em ¢,85 ml de dimetilacetamida. A mistura de reacgéo
homogénea foi mantida durante 1 hcra i temperatura ambiente.
Depois efectuou-se acidificagfio adicicnando 4cidc acético (100ul)
0 material de aglicar fcl precipitado adicionandc 5 ml de aceto-
na. ¢ precipitadc xaroposo foci centrifugado, dissclvido num pe-
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gueno volume de tampdic B e purificado através de uma ccluna G-
-25 usandc este tamp8c como eluente. As fracgles ccntendo agl-
car foram combinadas e liofilizadas. O produto obtido fci lic-
filizade mais duas vezes a partir de Agua e depcis dissolvido
em 0,50 ml de tampfic C. C produtc continha 11,5 pmcle de com=
posto 24 (n = 2).

11 mg de compcsto 23 (n = 3) foram convertlidos em composto
24 (n = 3) de fcrma idéntica. C produtc continha 4,2 pmole de

composto 24 (n = 3)

Preparacic do composto 29

Uma ccluna PD-10 foil equilibrada com 25 ml de tamp8o D.
Depois foram introcduzidos 1,5¢ ml (15 mg, aproximadamente 1CO
nmcle, pesc mclecular aproximadamente de 15¢.C0C) de uma solu-
cio TT e eluida com tampfo D. Adicicnaram-se 4,5 mg de SPDP em
0,45 ml de etancl & scluglc de TT em tampéc D (velume de eluigho
2,5-6,0 ml) assim obtido. Apbs reagir durante 1 hora 5 tempera~
tura ambiente, 2 mistura de reacgdo fol introduzida na coluna
G-25 e elufda com tampfio C. As fracgdes contendo proteina fo-
ram combinadas e diluidas para 20 ml (concentragdo de proteina
de cerca de 5 nmole/ml) com tamp8c C nc qual uma pitada de azi-
da de sbdio tinha sido dissclvida. 3,U ml desta sclucdo foram
tratados sob hélio com 1,0 pmole de ditiotreitol. Apbs deixar
repousar durante 24 horas 3 temperatura ambiente,zxg343 era =
= 1,648 (referdncia: PLP-TT nfoc tratado). Comoldt . = 8.00C, o
contefido em 2-tiopiridona é de 2Co nmole/ml. A ingorporagéo
foi de 41 PLP/TT.

15 mg de TT foram tratados com 1,0 pmcle de SPDP de forma
idéntica. A fraccglo G-25 foi ailuida para 15 ml. Incorporagio
4,5 PDP/TT.

De forma anfloga, 3,75 mg (aprox. 95 nmole, peso molecular
de aprox. 4CG.C0C) de WP foram transferidos duas vezes para 3,5ml
de tampiic D. A proteina fol tratada respectivamente com 14,4 e
U,4 pmole de SPDP.

Apbés filtracic em gel através de G-25, a fracglo proteica
foi dilufda para 15 ml (concentraclo proteica de aprox. 5,25nmde/
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/ml). Como o #P é muito hiarofébico, adicicnou-se neste caso
0, 7 de Zwittergent 3-14 acs tampfes C e D. Incorporagfc: aprox
4,9 e aprcx. 1,3 de PDP/LP.

Preparacic dc composto 27

43 pl (1,0 pmole) da sclugdo obtida anteriormente do compos
to 24 (n = 2) em tampdc C foram zdicicnados a 3,0 ml (1 mg/ml)
de 4,5 PDP/TT, 4,5 ml (0,75 mg/ml) de 41 PDP/TT, 4,5 ml (C,25mg/
/ml) Ge 1,3 PDP/UP e 4,5 ml de PDP/iP (fracglo G-25 em tampdo C,
ver =2cima). As solugCes foram desarejadas con hélio. Depois
1C pl de hidroxilamina ,2 i pli 6,5, foram adicicnados. Apbs
reacclc de um dia paraooutro b temperatura ambiente, determinou-
-se a quantidade de 2-tiopiridcna formada. A gquantidade espera-
da de ticpiridona foi cindida das proteinas 4,5 PDP/TT, 1,3 PDF/
/¥P e 4,9 POP/iP e formcu-se portantc uma yuantidade correspon-
Gente de ccmposto 27. Cerca de 20 mcléculas de composto 26 fo-
ram ligadas ao 41 PDP/TT. Depois de se adicionar uma quantida-
Ge adicional de compcsto 24 (n = 2), o grau de incorperagio de
sacarideo manteve~-se inalterado. A um conjugado anilogo que,
apbs um tempo de reacgdo mais curto, continha 17 moléculas de
d{mero, adicicnou-se 1, ymole de cisteina. A quantidade total
de ticpiridona esperada fol entfc rapldamente formada.

¢ composto 24 (n = 3) foi usado de forma anflcga para a
preparagdo de conjugados trimero-proteina de acordo com o com-
posto 27.

Bm resumo foram feitos os seguintes conjugados:

1,3 e 4,9 dimerc e trimero/.P

4,5 cimero e trimero/TT

2¢ dimerc/TT (sem grupos PDP residuais 21)

17 dimero/TT (Sem grupos PDP residuals como resultado de

pés-tratamentoe com cisteina)

13 trimeroc/TT (28 grupos PDP residuais)

A antigenicidade destes conjugados fol medida e comparada
com a de polissacAridos nativos de IIB (Sal-Ca), vacina polis-
sachrida humana e o antigénic homélogo (= polissacérido/iP) a
qual prcduz os anticorpos de ratc. A4s subst@ncias a serem tes-
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tadas foram misturadas numa :érie de diluig¢les duplas com uma
quantidade fixa ue anti-scro. Apés incubagfc durante 1 hora &
temperatura ambiente, o titulc de anticorpos livres residuails
fol determinado num teste de inibicdc ELISA directo.

H

(s resultadacs sfo cs seguinte

Conjugado Concentraglo % de inibig3o
(pg/ml)
1,3 dimero/ MP 10 45
1,3 trimerc/i 10 86
4,9 aimerc/iP 10 49
4,9 trimero/iP 10 81
4,5 daimerc/TT 10 21
4,5 trimerc/TT 1c 56
20 dimerc/TT 10 19
17 aimero/TT 10 20
13 trimerc/TT 10 53
polissacArido nativo (Ca-Zal) 10 91
vacina ae polissaciridce humano 10 50

antigénic homélcgo (pclissacéhriac
tiraminadc) 10 12

Comc se torna evidente, os conjugados dimero apresentam
uma ligagdo considerivsl aos anticorpos, embora tal ligaglo se-
ja marcadamente inferior & do pclissacédrido nativo. A capacida-
de do polissachrido nativo para se ligar aos anticorpos pode
ser guase igualada pelos conjugadcs trimeros.

7. Preparacfc da vacina

Um trimero-oligossacirido (composto 23, n = 3) foi ligado
a toxéide tetdnicc com glutaraldeido =isturando um excesso de
10-1C0 vezes (numa base molar) dc trimero com toxdide tetlnico
e adicionando 3 x dialdeido glutiricc em excessc em relaglo ao

1

ligente a intsrvalos de 1 hera. Apés deixar repousar a mistura
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de reacglo durante 5 horas & temperatura ambiente, usou-se 20
vezes glicina em excesso (em rslagfc ac ligante). Apbés 1 hora
% temperatura ambiente adicicnou-se HaCEBH3. Apbés 5 horas &
temperatura ambiente a mistura de reacgfo fol dialisada. Partin
do de 2,4 mmcles de trimero, obtiveram-se 12C pmcles de conju-
gado, sendo 3 trimeros incorporados por cada tox0ide tetinico
(3 trimercs/TT), sendc a razfio de peso trimero/TT de G,1:3.

Injectaram-se ratos com um conjugado de pclissacdrido de
Haemcphilus influenzae tipo b e proteina da membrana externa de
Haemophilus influenzae tipo b ligado por meio de adipina-di-hi-
drazida (PS-iP). A razfc de peso de proteina e polissacérido
nc conjugadc era de 1 ¢ 1. A uose por injecglo fcl de 5 hg de
conjugado. A injeccglo fol repetidaa 3 e 5 semanas apbs a primei-
ra injecclo. Apbés 6 semanas uetermincu-se ¢ titulo de IgG e fol

ajustadc para 100.

Cutros ratos foram injectadcs com 3,12 pg do conjugado 3-
~-trimero/TT. Apbs 4 semanas esta injeccgfio fol repetida e apés
¢ semanas foi determinado ¢ t{tulo de IgG, o qual era de 36 em
relacio ac titulo ue PS-HP ajustadc para 100.

A forte imunogenicidade ac conjugade 3 trimerc/TT pode ser
evidente a partir ac facto de gue aproximadamente %3 do titulo
de IgG cbtide injectando 7,5 g ae polissacéirido ter sido conse-
guido sé com C,25 pg de oligossacérido. Com Y3C do peso, chbte-
ve-se Y3 do sfeito. Em adiglo, a injecclic com o trimero foi re-
petida somente uma vez enquantoqweacom/%olissacérido foi repe-

tida Guas vezes.
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18, - Processo para a preparagic de um oligossacarideo ca-
racterizado por se substituirem os grupos protectores de um oli-
gossacarfideo por um &tomo de hidrogénio compreendendo o referido
oligossacarideo a estrutura (D—ribose—D—ribitol—fosfato)m, (D~
-ribitol—fosfato—D—ribose)m ou (fosfato-D—ribose—D-ribitol)m, on-
de m = 2,3,4.... 19 0u 20 e no qual o &tomo de hicrogénic nos
grupcs hidroxilo livres foi substituidoc por um grupo protector.

28, - Processo de acorde com a relvindicagio 1, caracteri-

zado pelc facto do cligossacarideo ter a seguinte foérmulas

- H - 1F — -
X—t G 0y ;}

L CH HO LGH g . / L GH

L OH LGH e >/ LoH

L OH ﬁ LOH ﬁ’ — LcH

' C-P O_P 0 0H oY

1 16
X L m n q

na gual

=Coul,

= 2,3 +.. 19 ou 20 com a condigdo de que m possa ser 1 se K,
en=1ocusel, neqg=1,

0 cul,

=C0Ccul sen=1,

i

oo B
1

=0 sen=4¢,

= hidrogénic, um grupo reactivc gue é capaz, directa ou inai-
reactamente, de formar uma ligagdo com um transportador, ou
um grupc contendo uma cadeia hidrofébica na extremidade n&o

i
4

¥,

ligada, ou ¢ grupo terminal XC- & substituido pelo grupc reag
tivo H2N~ ou H3-, e
Y = hidrogénic, um grupo reactivo gyue ¢ capaz directa ou indi-
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rectamente, de formar uma ligagic com um transportador, cu

um grupo contendc uma cadeia hidrofébica na extremidade no

Ere
P
*

R
.

i
o e

ligada ou o grupc terminal -CY & substituido pelc grupo reac-

tivo -NH, ou -3H, com a condigfo de que ¥ = hidrogénio se X
# de hidrcgénio e de gue X = hiarogénio se Y # hidrogénio,
e dos seus sals.

a8, - Processo de acordo com a relvinaicacgfBo 1-2, caracte-
H

rizado pelc facto de m = 2,3,4,5 cu &.

48, - Processo, ae acordo com a relvindicaglo 1-3, caracte-

T

rizado pelo factc de X = hidrogénio e Y # de hidrogénio.

52, - Processo, de acordo com as reivindicagdes 1-3, carac-
terizado pelo facto de Y = hidrogénic e X # de hidrcgénio,

68, - Processo, de acordc com as reivindicagles 1-5, carac-

terizado pelo facto dc grupo reactivo ser um grupo que contém
uma das seguintes func¢des reactivas:

Cl'
. I
"'H{E’ -S;T, "'S"S 9 -ET ' 9 ou ‘—C_R’
S
¢

na qual R = -0H, -If;, -0-alquilo (C;_;,), ~0C¢F s,
J\
-H, -Br, -C1l ou -o-r\/l

4]

1

728, - Processo, Ge accrdc com as reivindicagles 1-5, carac-
terizado pelc facto de X ou ¥ ser um grupo com um grupc alquilo
contendo 12-24 Atomos de carbono na sxtremidade nfc ligada.

82, - Processo, de acordo com as reivindicagles 1-7, carac-
terizado pelo facto do oligossacaridec ser puro.

928, - Prcocesso de preparacio de um imuncgénio caracteriza-
do por se asscciar um oligossacarideo preparado de acordo com as
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reivindicag¢Ces anteriores, com um transportador, ou por se for-

uma o, . : .
mar/associaglc us vérias moléculas de um oligossacarideo prepa-
rado de accrdo com as reivindicagCes anteriores.

162, - Prccessc, de acoruo com a reivindicagfo Y, caracte-
rizadc pele facto do transportador ser uma proteina.

112, - Processo, de acordo com a reivinaicag8o 10, caracte-
rizado pelc facto da proteina ser a proteina de superficie do

Haemophilus influenzae tipo b.

122, - Processo, de acordo com 2 reivindicaglo Y, caracte-
rizadc pelc facto oo transportador ser uma micela, uma vesicula

ocu um lipcssoma,

132, - Processo de preparacfo de uma vacina caracterizado
pelc factce de se fazer uma sclugio, emulsBo cu suspensZio aguo=-
sas dc¢ imunogénic preparado des =cordo com as relvindicagdes 9-
-12 e facultativamente se adicicnar aajuvantes, estabilizantes,

cu tampdes, adeguadcs, e outros imunogénios.

30, oz e
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PAGINA DE FORMULAS
Formulg 1:
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40
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Formula 3: Formula 4:
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Formula 5: Formula 6:
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ESQUEMA 1:

oH oR'
2
HO RO 0. OR
0 0
0 ——e 0 — o< . oni
OH - 0R
HO
OH oxo 0All 0All
L 2 R:H 5 6 R':Trt. R%H
3 R=Al.0-CO- 7 R'=1rt R? 321
L R=All 8 R'=H R:ax
OAc 0 ‘ 0
820 RO )
0 .8 0 0Bzl -\Sc/ Lo o8zl
= 08zl 7 ozl
0Bzl 1 0Bzt
) 0 OR
820 OBz RO OR oAl N oR?
2 1'9 R=8z \
11 R=H 12 R:H:R%: Al
13 R‘: B80OM ; Rz:A"
1 R':BOM, R%:Prop
15 R'=80M; R%:H
~e

ESQUEMA 2:

R0 0
“ 0 o8zl
~ o6zt
2 o8zl
R0 0BOM OProp

16 R'=Ri-H
17 R'= tBuPn, Si-:R¥:H
~

‘All = alilo; Trt = trifenilmetilo; Bzl = benzilo; Bz = ben-
zoilo; Ac = acetilo; BOM = benziloximetilo; Prop = propeno-
-l-ilo; tBuPhySi- = t-butildifenilsililo,
. " 5 “puTy DIRECTOR-—
DE STAAT DER NEDERLANDER  RePuesentado pdo DEPUTY
- GENERAL do RIVM de BLLTHOVEAL
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ESQUEMA 3

e 58

*
Fh{2-C1) !Z
18
0 .
J\S/O a o8t t8uPn ;5.0 0 ¢ ot
* o8z 08zt
@ | | o8zt 2 o8at
o, O oso 0—1—¢ 0 0goM -0 —/—R
S 9
Pni2.Cib
! J,
L‘_‘; Rz Prop
20 R:= H
%20
Z-Gly-NH-(CH2)3-0H. 8 —_— .

0

0
~ /0 0 ’ o8 'ﬂuP’l;S'O
57 - 08a:
H 1.Gly.mw
7 oo a v-i
2 _0 080 -o___.o_ _F’. 0-iCHph
S
VAN 9
PhIZ.ClI mi2.Cl
L Ja
22
E ||
w-{~—0 OH o—p— ~0=(CHz)y—N~C—CHy— "“a mgq
(] ney

H 0
23

~

Ph(2-Cl) = 2-clorofenilo; Z = benziloxicarbonilo; Gly = glicina

e as outras abreviaturas tém o mesmo significado que nos Esque-

mas 1 e 2.

PE STAAT DER NEDERLANDER  Represerdado pelo DEPUTY DIRECTOR -
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