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DESCRIPCION
Glucoconjugados y su uso como potenciales vacunas contra la infeccion por Shigella flexneri

Esta invencién se refiere a composiciones y métodos para provocar una respuesta inmunogénica en mamiferos,
incluidas respuestas que proporcionan proteccién contra infecciones bacterianas o reducen su gravedad. Mas
particularmente, se refiere al uso de oligo- o polisacaridos obtenidos por sintesis y conjugados de los mismos para
inducir anticuerpos séricos que tienen actividad protectora contra Shigella flexneri, en particular S. flexneri serotipo 6
(SF6) o serotipo 6a (SF6a). Estos sacaridos y/o conjugados de los mismos son utiles como vacunas para inducir
anticuerpos séricos que tienen actividad protectora contra S. flexneri, en particular SF6, o SF6a y son Utiles para
prevenir y/o tratar la shigelosis provocada por S. flexneri. Mas generalmente, estos anticuerpos son utiles para prevenir
o tratar infecciones por bacterias del género Escherichiao Shigella, particularmente infecciones por S.
flexneriy Escherichia coli, en particular SF6, SF6a o E. coli 0147.1"

La presente invencion también se refiere a pruebas de diagnéstico para la shigelosis usando uno o mas de los oligo-
o polisacaridos o conjugados descritos anteriormente.

La shigelosis, una infeccion invasiva del colon humano, se identifica como una de las principales enfermedades
diarreicas en todo el mundo.?! En su expresién mas clasica, se caracteriza por una triada de fiebre, colicos intestinales
y diarrea sanguinolenta.®l También conocida como disenteria bacilar, esta infeccidn altamente contagiosa se asocia
con una mayor resistencia a los antibiéticos.[l En su forma endémica, sigue siendo un importante problema de salud,
especialmente en la poblacion pediatrica que vive en las zonas mas empobrecidas.[*5! S. flexneri - una de las cuatro
especies de Shigella- prevalece en los paises en desarrollo, donde representa una enfermedad endémica.l*
& Numeroso serotipos de S. flexneri, que varian en distribucion geografica y temporal, se aislan de los pacientes. En
los dltimos afos, el SF6 se identificd como un serotipo de prevalencia creciente en varios entornos en todo el
mundo,* "y las evidencias apoyan fuertemente la inclusion del SF6 como una de las valencias clave para ser incluido
en una vacuna de amplia cobertura de Shigella.l> 8

Los serotipos de S. flexneri se definen sobre la base de la unidad de repeticion de carbohidratos del antigeno O de
superficie (O-Ag), que es la parte de polisacarido del lipopolisacarido (LPS) bacteriano.® La proteccién frente a la
reinfeccion por el serotipo homdlogo, que sugiere una inmunidad natural especifica del serotipo, se estableci6 después
de la infeccion de Shigellay E. coli O147.173ll'0 Estas observaciones proporcionaron una fuerte evidencia de que los
O-Ag de S. flexneri son los principales objetivos de la inmunidad adaptativa del huésped. En consecuencia, varias
vacunas candidatas, derivadas de LPS[™ o fragmentos del mismo, se han desarrollado contra la shigelosis y algunos
de ellos se han evaluado durante ensayos clinicos.!® 2

Kubler-Kielb J. et al. (Carbohydrate Research 2010, 345(11), paginas 1600-1608) describe inmunoconjugados que
comprenden albumina de suero bovino (BSA) como un vehiculo unido covalentemente a un fragmento de ndcleo de
Shigella flexneri 6 (tipo R1) que comprende la secuencia de tetrasacarido alfa-Rha-(1,4)-beta-GalA-(1,3)-beta-GalNAc-
(1,3)-beta-Glc. Sin embargo, estos conjugados tienen secuencias de antigenos de oligosacaridos que difieren de las
descritas en el presente documento.

Los inventores se han centrado ahora en el desarrollo de neoglucoconjugados bien definidos que se dirigen a
infecciones provocadas por SF6. Los neoglucoconjugados objetivo se construyeron notablemente mediante la union
covalente de un inmunovehiculo, que actia como epitopo(s) T colaborador(es), con haptenos de carbohidrato (oligo
o polisacarido) apropiados, trayendo epitopos B que imitan el SF6 O-Ag. Los neoglucoconjugados segun la invencién
son Utiles para obtener una respuesta inmunitaria dirigida contra el SF6 y, como tales, pueden incluirse en
una composicion de la vacuna para Shigella.

El objeto de la presente invencion se define en el presente documento por las reivindicaciones 1 a 21.
Conjugados

En un primer objeto, la presente descripcion proporciona un conjugado que no forma parte de la presente invencion
que comprende un oligo- o polisacarido seleccionado del grupo que consiste en:

(X)x-{BCDA}n-(Y)y
(X)x-{CDAB}n-(Y)y
(X)x-{DABC}n-(Y)y
(X)x-{ABCD}n-(Y)y

en los que:

A es un residuo de &cido beta-D-galacturénico (1,3),

B es un residuo de N-acetil-beta-D-galactosamina (1,2),
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C es independientemente, en cada aparicién, un residuo alfa-L-ramnosa (1,2), en el que como maximo una de sus
posiciones 3c o0 4c es OAc (es decir O-C(=0)CHs), siempre que cuando C sea un residuo terminal no reductor, su
posicion 2c pueda estar acetilada o no.

D es un residuo alfa-L-ramnosa (1,4),

X e y se seleccionan independientemente entre O y 1,

X e Y se seleccionan independientemente entre A, B, C, D, AB, BC, CD, DA, ABC, BCD, CDA, DAB,

y en el que n es un numero entero comprendido entre 0y 10,

siempre que x, y, y n no sean nulos simultdneamente,

estando dicho oligo- o polisacarido unido a un vehiculo, en particular unido covalentemente a un vehiculo.

La presente invencién se refiere a un conjugado que comprende un oligo- o polisacarido de la siguiente formula: (X)x-
{CDAB}n-(Y)y

en el que:
A es un residuo de acido beta-D-galacturénico (1,3),
B es un residuo de N-acetil-beta-D-galactosamina (1,2),

C es independientemente, en cada aparicién, un residuo alfa-L-ramnosa (1,2), en el que como maximo una de sus
posiciones 3c o0 4c es OAc (es decir O-C(=0)CHs), siempre que cuando C sea un residuo terminal no reductor, su
posicién 2¢ pueda estar acetilada o no.

D es un residuo alfa-L-ramnosa (1,4),

x ey se seleccionan independientemente entre O y 1,

X e Y se seleccionan independientemente entre A, B, C, D, AB, BC, CD, DA, ABC, BCD, CDA, DAB,
y en el que n es un nimero entero comprendido entre 1y 6,

siempre que X, y, Y n no sean nulos simultdneamente,

estando dicho oligo- o polisacarido unido covalentemente a un vehiculo.

Los métodos para unir oligosacéridos y/o polisacaridos a una proteina no huésped no tdxica son bien conocidos en la
técnica. El oligo- o polisacarido se puede unir covalentemente a un vehiculo con o sin una molécula de union o
espaciador. La molécula de unién o espaciador no contiene ningun residuo de carbohidrato; por lo tanto, no es ni un
residuo de carbohidrato ni un compuesto de oligo- o polisacarido. El oligo- o polisacarido se conjuga preferiblemente
con un vehiculo utilizando una molécula de unién. Un enlazador o agente de entrecruzamiento, como se usa en la
presente invencion, es preferiblemente una molécula pequeia, lineal o no, que tiene un peso molecular de
aproximadamente <500 daltons y no es pirdgeno ni toxico en la forma del producto final.

Ventajosamente, ademas de asegurar la homogeneidad del producto y evitar la contaminacion microbiana, el uso de
oligo- o polisacéaridos sintéticos es totalmente compatible con su sitio selectivo de union al vehiculo, abriendo asi el
camino a un proceso de conjugacién reproducible. Por un lado, se evita el enmascaramiento incontrolado de epitopos
importantes para la proteccién y, por otro lado, se hace posible eliminar los efectos secundarios generados por los
neoepitopos formados durante la conjugacion.

Para conjugar con un enlazador o agente de entrecruzamiento, cualquiera del oligo- o polisacarido y el vehiculo, o
ambos, pueden unirse covalentemente a un primer enlazador. Los enlazadores o0 agentes de entrecruzamiento son
moléculas homobifuncionales o heterobifuncionales,!'¥l p.ej., dihidrazida adipica, etilendiamina, cistamina, 3-(2-
piridilditio)propionato de N-succinimidilo (SPDP), N-succinimidil-[N-(2-yodoacetil)-B-alanil]propionato-propionato
(SIAP), acido 3,3'-ditiodipropionico y similares. Segun el tipo de enlace entre el oligo- o polisacarido y el vehiculo,
existe la posibilidad de preparar un conjugado en el que la relacién del oligo- o polisacarido frente al vehiculo puede
variar entre 1:1 y 30:1. Preferiblemente, esta relacion esta comprendida entre 5:1 y 20:1.

Un vehiculo puede ser un material natural, natural modificado, sintético, semisintético o recombinante que contiene
uno o mas grupos funcionales, por ejemplo, grupos amino primarios y/o secundarios, grupos azido, tiol o grupo
carboxilo. El vehiculo puede ser soluble o insoluble en agua. Los vehiculos que cumplen estos criterios son bien
conocidos por los expertos en la técnica.
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Los vehiculos adecuados de acuerdo con la presente invencion incluyen principalmente proteinas, péptidos,
lipopéptidos, polisacaridos zwitteridnicos, agregados de lipidos (tales como gotitas de aceite o liposomas) y particulas
de virus inactivadas.

Los inmunovehiculos son vehiculos elegidos para aumentar la inmunogenicidad del oligo- o polisacarido y/o elevar los
anticuerpos frente al vehiculo que son médicamente beneficiosos.

Los inmunovehiculos adecuados segun la presente invencién incluyen en particular proteinas, péptidos, lipopéptidos,
agregados de lipidos que contienen péptidos T colaboradores (al menos uno) y particulas de virus inactivadas.

Segun una realizacién ventajosa, el glucoconjugado de la invencion se une covalentemente a una proteina o un
péptido que comprende al menos un epitopo T colaborador, para su uso como vacuna frente a la infeccién con S.
flexneri.

Los vehiculos de proteinas que se sabe que tienen potentes epitopos T colaboradores incluyen, pero no se limitan a,
toxoides bacterianos como los toxoides del tétanos, la difteria y el colera, exotoxina o toxoide de
Staphylococcus, Exotoxina A de Pseudomonas aeruginosa y variantes destoxificadas genéticamente, producidas de
forma recombinante, de las mismas, proteinas de membrana externa (OMP) de Neisseria meningitidis y proteinas de
Shigella. Las cepas mutantes no toxicas producidas de forma recombinante de exotoxina A de P. aeruginosa (rEPA)
se describe y utilizan en vacunas conjugadas de polisacéarido-proteina.l'! El vehiculo CMR197 es un mutante de toxina
diftérica no toxico bien caracterizado que es Util en preparaciones de vacunas glucoconjugadas destinadas para uso
humano.!'8! Otros vehiculos de proteinas ejemplares incluyen el Fragmento C de la toxina tetanica.l'”l También se ha
descrito el vehiculo CRM9 para la inmunizacion humana.['l

Los péptidos sintéticos que portan epitopos de células T colaboradoras inmunodominantes también pueden actuar
como vehiculos en conjugados de polisacaridos y oligosacaridos. Los vehiculos de péptidos incluyen polipéptidos que
contienen mdltiples epitopos T colaboradores que abordan el amplio polimorfismo de las moléculas HLA,['®! y epitopos
colaboradores universales compatibles con el uso humano. Los epitopos ejemplares T colaboradores incluyen, pero
no se limitan a, epitopos naturales caracterizados a partir del toxoide tetanico,?” y epitopos no naturales o epitopos
disefiados tales como el epitopo PADRE que se une a pan HLA DR.[?1

En unarealizacion particular de la presente invencion, el inmunovehiculo se selecciona entre una proteina o un péptido
que comprende al menos un epitopo T colaborador, 0 un derivado del mismo. En un aspecto particular, el
inmunovehiculo es el péptido PADRE. En otro aspecto, el inmunovehiculo es el toxoide tetanico (TT) o un fragmento
del mismo.

Otros tipos de vehiculos incluyen, pero no se limitan a, biotina o liposomas. Los oligo- o polisacaridos conjugados con
biotina o con una etiqueta estan especialmente disefiados para diagnosticar infecciones de S. flexneri. En lo que
respecta al uso de un liposoma como un vehiculo, en particular aquellos que no implican enlaces covalentes, se podria
hacer referencia a la Solicitud Internacional WO 2010/136947.

En una realizacion particular, el conjugado comprende un oligo- o polisacarido susceptible de unirse a un
anticuerpo anti-Shigella flexneri de serotipo 6 y/o 6a, también llamado anticuerpo anti-SF6 y/o anti-SF6a, en particular
un anticuerpo especifico anti- Shigella flexneri de serotipo 6 y/o 6a. Preferiblemente, el anticuerpo anti- Shigella
flexneri del serotipo 6 y/o 6a se une, en particular especificamente, al LPS de Shigella flexneri serotipo 6 y/o 6a.

En una realizacion particular, la mitad de la concentracion inhibitoria maxima, es decir, el valor ICso, de dicho oligo- o
polisacarido con respecto a la unién del anticuerpo anti- Shigella flexneri de serotipo 6 y/o 6a a su objetivo, en particular
el LPS de Shigella flexneri serotipo 6 y/o 6a, es inferior o igual a 500 uM, preferiblemente inferior o igual a 250 puM,
mas preferiblemente inferior o igual a 100 uM, lo mas preferiblemente inferior o igual a 10 pM.

Como se usa en el presente documento, el valor ICso se define como la concentracion de oligo- o polisacarido de la
invencion necesaria para inhibir el 50% de la unién de un anticuerpo anti-SF6 y/o anti-SF6a a su objetivo, en particular
al LPS de Shigella flexneri serotipo 6 (SF6) o 6a (SF6a). Puede determinarse por cualquier método convencional,
como el descrito en la referencia Phalipon A. et al (J. Immunol. 176 1686 (2006) o en la siguiente seccién de ejemplo.
En particular, el valor ICso se puede determinar realizando un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA).

En una realizacion particular, el anticuerpo es un anticuerpo, en particular un anticuerpo monoclonal, que se ha
obtenido mediante la inmunizacién de un animal, en particular un ratén, mediante la cepa Shigella flexneri SF6 Sc544.

En otra realizacion particular, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal secretado por el hibridoma depositado en la
Collection Nationale de Culture de Microorganismes (CNCM, Paris, Francia) segun el Tratado de Budapest con el
namero 1-4813, el 28 de octubre de 2013. En este sentido, la presente invencion también se refiere al anticuerpo
monoclonal secretado por el hibridoma depositado en la Collection Nationale de Culture de Microorganismes (CNCM,
Paris, Francia) segun el Tratado de Budapest con el nimero 1-4813, el 28 de octubre de 2013.

Los anticuerpos anti SF6 y/o SF6a pueden obtenerse segin métodos convencionales, como el descrito por Carlin NI
y Lindbergh AA en Monoclonal antibodies specific for Shigella flexneri lipopolysaccharides: clones binding to type 1V,
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V, and VI antigens, group 3,4 antigen, and an epitope common to all Shigella flexneri and Shigella dysenteriae type |
stains. Infect Immun. junio de 1987; 55(6):1412-20, o en la siguiente seccidn de ejemplo. En particular, los anticuerpos
anti SF6 y/o SF6a pueden obtenerse inmunizando ratones con bacterias muertas por calor de la cepa Sc544 de
Shigella flexneri del serotipo 6 (SF6), que produce hibridomas a partir de células de bazo de ratones inmunizados y
selecciona hibridomas que secretan anticuerpos que se unen a LPS purificado de Shigella flexneri serotipo 6 (SF6)
cepa Sc544.

En una realizacion particular, se incluyen conjugados como se definen en el presente documento, en los que Xe Y se
seleccionan independientemente entre AB, BC, CD, DA, ABC, BCD, CDA, DAB.

En una realizacion particular, se incluyen conjugados como se definen en el presente documento en los que x es 0 o
y es 0, en particular en los que tanto x como y son 0.

En una realizacién particular que no forma parte de la invencién, se incluyen conjugados como se definen en el
presente documento, en los que el oligo- o polisacarido se selecciona del grupo que consiste en:

{BCDA}n
{CDAB}n
{DABC}n
{ABCD}n
A, B, C, D y n es un numero entero comprendido entre 1y 10.

En una realizacién particular, se incluyen conjugados como se definen en el presente documento, en los que el oligo-
o0 polisacérido se selecciona del grupo que consiste en:

{CDAB}n

A, B, C, D y n es un numero entero comprendido entre 1y 6.

En ciertos aspectos, se incluyen conjugados como se definen en el presente documento en los que la relacion 3c-
OAc/4c-OAc es superior a 1, siempre que cuando C sea un residuo final no reductor, su posicién 2c pueda estar
acetilada o no.

Como se usa en el presente documento, el término 3c-OAc (respectivamente 4c-OAc) se refiere al nimero de unidades
de repeticién, por cadena, que contienen un grupo OH ubicado en la posicion 3 (respectivamente en la posicién 4) del
residuo alfa-L-ramnosa (residuo C) que esta acetilado.

En un aspecto particular, el oligo- o polisacéarido es {CDAB}n, en el que A, B, C, D y n son como se definen
anteriormente. Estos oligo- o polisacaridos se obtienen ventajosamente por sintesis quimica.

Composiciones inmunogénicas

En un segundo objeto, la invencidn proporciona una composicion inmunogénica que comprende un conjugado segun
la invencién y un vehiculo fisioldgicamente aceptable.

La composicion de vacuna incluye uno o mas excipientes o vehiculos farmacéuticamente aceptables tales como agua,
solucién salina, glicerol, etanol. Ademas, en dichos vehiculos pueden estar presentes sustancias auxiliares, tales como
agentes humectantes o emulsionantes, sustancias reguladoras del pH y similares.

Los glucoconjugados de la presente invencion que inducen anticuerpos protectores frente a la infeccién de S. flexneri,
en particular SF6 y SF6a, se administran a un sujeto mamifero, preferiblemente un ser humano, en una cantidad
suficiente para prevenir o atenuar la gravedad, el grado de duracién de la infeccion de S. flexneri, en particular SF6 y
SF6a.

Cada dosis de vacuna comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de conjugado de oligo- o polisacarido. Dicha
cantidad variara dependiendo de la capacidad del sujeto para sintetizar anticuerpos frente al oligo- o polisacarido, el
grado de proteccion deseado, el conjugado particular de oligo- o polisacarido seleccionado y su modo de
administracion, entre otros factores. Un experto en la técnica puede determinar facilmente una cantidad eficaz
apropiada. Una cantidad terapéuticamente eficaz puede variar en un amplio rango que puede determinarse a través
de ensayos rutinarios.

Mas particularmente, el conjugado de oligo- o polisacarido de la invencion se administrard en una cantidad
terapéuticamente eficaz que comprende de 1 pug a 100 pg, en particular de 1 pg a 50 pg de oligo- o polisacérido,
preferiblemente de 1 ug a 10 pg. Se puede determinar una cantidad éptima para una vacuna en particular mediante
estudios estandar que involucran la medicién de los titulos de anticuerpos LPS anti-SF6 y/o SF6a en sujetos, titulos
de anticuerpos protectores mas precisos.
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Después de una administracion inicial, los sujetos pueden recibir una o dos inyecciones de refuerzo en intervalos de
aproximadamente cuatro semanas. Para lactantes menores de 12 meses de edad, se pueden administrar dos dosis a
intervalos de no menos de dos meses, no administrandose la primera dosis antes de los 2 meses de edad.

La composicién inmunogénica de la invencion se puede administrar con o sin adyuvante. Los adyuvantes
generalmente combinados con vacunas glucoconjugadas permiten fortalecer la respuesta de anticuerpos y, por lo
tanto, la respuesta B. Los adyuvantes se pueden afadir directamente a las composiciones de vacuna o se pueden
administrar por separado, al mismo tiempo o poco después de la administracién de la vacuna. Dichos adyuvantes
incluyen, pero no se limitan a, sales de aluminio (hidréxido de aluminio), formulaciones de emulsion de aceite en agua
con o sin agentes estimulantes especificos como péptidos de muramilo, adyuvantes de saponina, citocinas, mutantes
detoxificados de toxinas bacterianas como la toxina del célera, la toxina pertussis, o la toxina termolabil E. coli.

La composicion inmunogénica de la invencion se puede administrar con otros inmundgenos o agentes
inmunorreguladores, por ejemplo, inmunoglobulinas, citocinas, linfocinas y quimiocinas.

En un aspecto particular, la composiciéon inmunogénica comprende ademas un inmundgeno que proporciona
proteccion frente a otro patégeno, como por ejemplo, S. flexneri serotipo Ib, 2a y 3a, miembros de otras especies
Shigellacomo S. sonneiy S. disenteria tipo 1, o patdgenos responsables de la enfermedad diarreica en humanos.

Tipicamente, las composiciones de vacunas se preparan como inyectables como soluciones liquidas o suspensiones;
o como formas sélidas adecuadas para soluciéon o suspension en un vehiculo liquido antes de la inyeccién. La
preparacion se puede emulsionar o encapsular en liposomas para mejorar el efecto adyuvante. A este respecto, podria
hacerse referencia a la Solicitud Internacional WO 2010/136947.

Una vez formuladas, las composiciones de vacuna pueden administrarse por via parenteral, por inyeccion, ya sea
subcutanea, intramuscular o intradérmica.

Las formulaciones alternativas adecuadas para otro modo de administracion incluyen formulaciones orales e
intranasales.

Oligo- o polisacéridos (la)

En un aspecto adicional, la descripcion proporciona oligo- o polisacéarido (la) que no forman parte de la presente
invencion seleccionados del grupo que consiste en:

(X)x-{BCDA}n-(Y)y-OQ
(X)x-{CDAB}a-(Y)y-0Q
(X)x-{DABC}n-(Y)y-OQ
(X)x-{A B C D}n-(Y)y-OQ
en los que:
A, B,C,D, X, Y, x,y,y nson como se definen arriba,
O es la C1 atomo de oxigeno del residuo final reductor del oligo- o polisacérido,
Qes H, oungrupo LZ,

L es un cadena alquilica o alquenilica C 1-C12 divalente opcionalmente interrumpida por uno o mas heteroatomos, en
particular seleccionados entre un atomo de oxigeno, un atomo de azufre o un atomo de nitrégeno, estando dichos
atomos de nitrégeno y azufre opcionalmente oxidados, estando el atomo de nitrégeno opcionalmente implicado en un
enlace acetamida divalente (-NHC=0)-), y

Z es una funcion reactiva terminal, opcionalmente protegida, capaz de formar un enlace covalente con un vehiculo y/o
un soporte sélido.

La presente invencién se refiere a un oligo- o polisacarido (la) de la siguiente féormula:
(X)x-{CDAB}n-(Y)y-OQ

en el que:

A, B, C, D, X, Y, x e y son como se definen en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10,

n es un nimero entero comprendido entre 0 y 10,0 es atomo de oxigeno C1 del residuo final reductor del oligo- o
polisacarido,
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Qes H, oungrupo LZ,

L es una cadena alquilica o alquenilica divalente C1-C12 opcionalmente interrumpida por uno o méas heteroatomos, en
particular seleccionados entre un atomo de oxigeno, un atomo de azufre o un atomo de nitrégeno, estando
opcionalmente oxidados dichos atomos de nitrégeno y azufre, estando el atomo de nitrégeno opcionalmente implicado
en un enlace acetamida, y

Z es una funcion reactiva terminal, opcionalmente protegida, capaz de formar un enlace covalente con un vehiculo y/o
un soporte sélido.

Preferiblemente, el oligo- o polisacéarido (la) no es {CDAB}-OH.

En un aspecto preferido, Z es Hal, biotina, alquenilo C2-Cs, alquinilo C2-Ce, azido, alcoxi, epdxido, acetal, C(=O)H, SR,
NH2 o NHC(=0O)CHzHal,

siendo R1 H, C(=0)CHz 0 SR2, y

siendo Rz un alquilo C1-Cs, un arilo Ce-C10, 0 un heteroarilo de 5 a 7 miembros, como piridilo, o cualquier grupo que
permita convertir SSR2 en SH.

En otro aspecto, el oligo- o polisacarido definido anteriormente se inmoviliza sobre un soporte sélido.
Kits para el diagnostico de la infeccién por SF6

En otro objeto, la invencién proporciona un kit para el diagnéstico in vitro de infeccion por SF6, en el que dicho kit
comprende un oligo- o polisacarido (la) como se define en el presente documento, opcionalmente unido a una etiqueta
0 un soporte solido.

En una realizacion particular, el oligo- o polisacérido (la) segun la presente invencion se utilizan, en vitro, como
reactivos de diagnostico especificos de SF6 en inmunoensayos estandar.

Alternativamente, los oligo- o polisacaridos (la) segun la presente invencion se utilizan para probar la presencia de
anticuerpos especificos de SF6. Los oligo- o polisacaridos pueden usarse para estudios epidemiolégicos, por ejemplo,
para determinar la distribuciéon geografica y/o la evolucion de la infeccion por SF6 en todo el mundo, asi como para
evaluar la respuesta de anticuerpos especificos de SF6 inducida por un inmunégeno.

Los oligo- o polisacaridos (la) segun la presente invencion se puede marcar y/o inmovilizar ventajosamente sobre una
fase solida, segun los protocolos estandar conocidos por el experto en la materia. Dichas etiquetas incluyen, pero no
se limitan a, enzimas (fosfatasa alcalina, peroxidasa), moléculas luminiscentes o fluorescentes. Por ejemplo, un oligo-
o polisacarido conjugado con biotina, segin la presente invencion, puede inmovilizarse en una fase solida para
detectar la presencia de anticuerpos especificos de SF6 en muestras bioldgicas.

Dichos inmunoensayos incluyen, pero no se limitan a, ensayos de aglutinacion, radioinmunoensayo, ensayos
inmunoabsorbentes ligados a enzimas, ensayos de fluorescencia, electroinmunotransferencia y similares.

Dichos ensayos pueden ser, por ejemplo, de formato directo (donde el oligo- o polisacarido marcado (la) es reactivo
con el anticuerpo a detectar), un formato indirecto (donde un anticuerpo secundario marcado es reactivo con dicho
oligo- o polisacéarido (la)), o un formato competitivo (adicién de un oligo- o polisacarido marcado (la)).

Para todos los usos terapéuticos, profilacticos y de diagndstico, los oligo- o polisacéaridos (la) de la invencién, solos o
unidos a un vehiculo, asi como los anticuerpos y otros reactivos necesarios y los dispositivos y accesorios apropiados
pueden proporcionarse en forma de kit para que estén facilmente disponibles y sean faciles de usar.

Oligo- o polisacarido (lb)

En otro objeto, la descripcion proporciona oligo- o polisacaridos (Ib) que no forman parte de la presente invencion
seleccionados del grupo que consiste en:

(X)x-{BCDA}n-(Y)y-W

(X)x-{CDAB}-(Y)y-W

(X)x-{DABC}n-(Y)y-W

(X)x-{ABCD}n-(Y)y-W
en los que:

A es un residuo de acido beta-D-galacturénico (1,3),
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B es un residuo de beta-D-galactosamina (1,2) N-protegido, en el que dicho grupo N-protector es un grupo acetilo, o
un precursor del mismo tal como un grupo N-tricloroacetilo,

C es un residuo de alfa-L-ramnosa (1,2), en el que como maximo uno de 3c o 4c es OAc,

D es un residuo de alfa-L-ramnosa (1,4),

X e y se seleccionan independientemente entre O y 1,

n es un nimero entero comprendido entre 0y 10,

siempre que x, y, y n no sean nulos simultdneamente,

X e Y se seleccionan independientemente entre A, B, C, D, AB, BC, CD, DA, ABC, BCD, CDA, DAB,

en el que cada OH y/o grupo CO2H de dichos residuos esta opcionalmente protegido por un grupo protector,

W es OR/, SRi o Hal, en el que dichos O, S y Hal son el heteroatomo C+1 del residuo terminal reductor de la cadena de
oligo- o polisacarido, estando S opcionalmente oxidado,

Ri es H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo activador de hidroxilo anomérico o un grupo LZ, siendo L y Z como
se definen anteriormente para la formula (la),

Rii es alquilo C1-Ciz2, arilo Ce-C1o0, un imidato que conduce preferentemente a S-tiazolinilo (STaz) o S-benzoxazolilo
(SBox),?2

y en el que n es un numero entero comprendido entre 0y 10

siempre que x, y, y z no sean nulos simultaneamente.

La presente invencién se refiere a un oligo- o polisacarido (Ib) de la siguiente féormula:
(X)x-{CDAB}n-(Y)y-W

en el que:

A es un residuo de acido beta-D-galacturénico (1,3),

B es un residuo de beta-D-galactosamina (1,2) N-protegido, en el que dicho grupo N-protector es un grupo acetilo, o
un precursor del mismo tal como un grupo N-tricloroacetilo,

C es un residuo de alfa-L-ramnosa (1,2), en el que como méaximo uno de 3¢ o 4c es OAc,

D es un residuo de alfa-L-ramnosa (1,4),

x ey se seleccionan independientemente entre O y 1,

n es un numero entero comprendido entre 0y 10,

siempre que X, y, Y n no sean nulos simultdneamente,

X e Y se seleccionan independientemente entre A, B, C, D, AB, BC, CD, DA, ABC, BCD, CDA, DAB,

en el que cada OH y/o grupo CO2H de dichos residuos esta opcionalmente protegido por un grupo protector,

W es OR/, SRil 0 Hal, en el que dichos O, S y Hal son el heteroatomo C+1 del residuo terminal reductor de la cadena de
oligo- o polisacérido, estando S opcionalmente oxidado,

R es H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo activador de hidroxilo anomérico o un grupo LZ, siendo L y Z como
se definen anteriormente para la formula (la),

Ri es alquilo C1-C12, arilo Cs-C1o, un imidato que conduce preferentemente a S-tiazolinilo (STaz) o S-benzoxazolilo
(SBox).

Como se usa en el presente documento, la expresion "grupo precursor de acetilo” se refiere a un grupo quimico que
se puede convertir en un radical CH3-CO-, especialmente por reduccion. Los ejemplos de dichos precursores de acetilo
incluyen en particular el grupo tricloroacetilo.

Alternativamente, el grupo N-protector se puede elegir entre los bien conocidos por los expertos en la técnica, siempre
que se asegure la asistencia anquimérica durante la construccién del enlace B-C.[?3!
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Los grupos OH de los residuos pueden estar protegidos por grupos protectores de hidroxilo. Los grupos protectores
de hidroxilo adecuados son bien conocidos por los expertos en la técnica.l?l Los ejemplos de grupos protectores de
hidroxilo adecuados incluyen en particular bencilo (Bn), levulinoilo (Lev), para-metoxibencilo (PMB), pivaloilo (PIV),
cloroacetilo (ClAc), terc-butildifenilsililo (TBDPS), 2-naftiimetilo NAP, acetales en particular acetal de bencilideno (Bzl).

Mas especificamente, los grupos OH distintos de los que estan en las posiciones 3c, o los que participan en un enlace
glucosidico, es decir, los que se encuentran en las posiciones 4a, 3s, 2cy 2o del residuo terminal no reductor
correspondiente (sitio aceptor), puede protegerse en una denominada "forma permanente", por ejemplo en forma de
éter bencilico (Bn) o acetal de bencilideno (Bzl), mientras que los grupos hidroxilo antes mencionados estan protegidos
por un denominado grupo protector temporal/ortogonal, que es un grupo protector que es selectivamente escindible
en presencia de los otros grupos protectores en su lugar. Dichos grupos protectores temporales son bien conocidos
por el experto en la materia,’?¥ y puede, en particular, seleccionarse independientemente del grupo que consiste en
acetilo (Ac), cloro- o bromoacetilo (BrAc, ClAc), levulinoilo (Lev), benzoilo (Bz) posiblemente sustituido, pivaloilo
(P1V), para-metoxibencilo (PMB), 2-naftilmetilo (NAP), terc-butildimetilsililo (TBDMS), terc-butildifenilsililo (TBDPS).

Mas especificamente, los grupos hidroxilo ubicados en la posicién 2 de los residuos A, C y D, involucrados en la
construccion de los enlaces glucosidicos A-B, C-D y D-A, respectivamente, se seleccionan entre aquellos capaces de
asegurar la asistencia anquimérica durante el paso de glucosilacion. Dichos grupos protectores son bien conocidos
por el experto en la materia y, en particular, pueden seleccionarse independientemente de los grupos que dan lugar a
la formacion de un éster, en particular del conjunto que consiste en acetilo (Ac), cloro- o bromoacetilo (BrAc, CIAc),
levulinoilo (Lev), benzoilo (Bz) posiblemente sustituido y pivaloilo (PIV).

En cierto aspecto, se incluyen oligo- o polisacaridos (Ib) como se define en el presente documento, en el que 3c es O-
para-metoxibencilo (es decir, OPMB) u O-acetilo (es decir, OAc), y 4c es O-bencilo (es decir, OBn).

En otra realizacion, se incluyen oligo- o polisacaridos (Ib) como se define en el presente documento, en el que 4a, 3g,
2c y 2o del residuo terminal no reductor homoélogo (sitio aceptor) es OH, y el OH Unico en la molécula, de hecho, es
un sitio aceptor.

En otra realizacién mas, se incluyen oligo- o polisacaridos (Ib) como se definen en el presente documento, en el que
el resto COz2H del (de los) residuo(s) A esta(n) protegido(s) en forma de un éster ortogonal a un acetato, en particular
un éster bencilico (CO2Bn).

Como se usa en el presente documento, la expresion "éster ortogonal a un acetato" significa que, en condiciones de
reaccion especificas, es posible escindir de forma quimioselectiva esa funcién éster para desenmascarar el resto CO2H
del (de los) residuo(s) A -dentro de los oligo- o polisacaridos (Ib) - en presencia de un grupo O-acetilo en cualquiera
de sus posiciones 3¢ o 4c.

R’ del residuo terminal reductor puede ser un grupo protector de hidroxilo, especialmente seleccionado de metilo (Me),
alilo (All), para-metoxifenilo (PMP), o un resto sililo, preferiblemente un 2-(trimetilsilil)etilo (SE), terc-butildimetilsililo
(TBDMS) o terc-butildifenilsililo (TBDPS).

Como se usa en el presente documento, la expresion "grupo activador de hidroxilo anomérico” se refiere a un grupo
capaz de hacer que el grupo hidroxilo anomérico sea mas reactivo frente a un nucledéfilo en condiciones
apropiadas.®! Los ejemplos de grupos activadores de hidroxilo incluyen en particular imidatos, como
tricloroacetimidoilo (TCA) o N-feniltrifluoroacetimidoilo (PTFA), pentenilo, alilo, propargilo, fosfato, acetato o un
ortoéster u oxazolina que implique el O o N en la posicién 2, en el caso de los residuos A, C o D y el residuo B,
respectivamente.

Estos oligo- o polisacéridos son utiles como productos intermedios para preparar los conjugados o los oligo- o
polisacaridos (la) como se define anteriormente.

En un aspecto particular se incluyen oligo- o polisacéaridos (Ib) como se definen en el presente documento, donde n
esO0o1.

En otro aspecto se incluyen oligo- o polisacaridos (Ib) como se define en el presente documento, en el que x y/o y
es/son 0.

En un aspecto preferido, se incluyen oligo- o polisacaridos (Ib) como se define en el presente documento, en el que
W es OR'y Ri es H, propilo, alilo, N-feniltrifluoroacetimidoilo (PTFA).

En una realizacion preferida, se incluyen oligo- o polisacaridos (Ib) como se define en el presente documento
seleccionado del grupo que consiste en:

*  Propilo 2-acetamido-2-desoxi-B-p-galactopiranosil-(1—2)-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-a-L-ramnopiranosil-
(1—4)-acido B-p-galactopiranosidurénico (XXX);
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HQ CH

Q

HO O
AcHN
HO

HOMe O
HO,
HOMe O
GO.H
=
HO OPr
OH
Propilo 2-acetamido-2-desoxi-B-p-galactopiranosil-(1—2)-(3- O-acetil-a-L.-ramnopiranosil)-(1—2)-a-L-
ramnopiranosil-(1—4)-4acido B-p-galactopiranosidurdnico (XXXI);
HO CH

Q

HO @]
AcHN
AcQ

HOMe Q
HO
|'lol\.fle o
Ocogb
HO£§§:§A/OH
OH

Propilo  a-L-ramnopiranosil-(1—2)-a-L-ramnopiranosil-(1—4)-acido  B-p-galactopiranosilurénico-(1—3)-2-
acetamido-2-desoxi-B-p-galactopirandsido (XXXV);

P
HOMe @]
HO 9
HOMe O
0 OH
COH HO
0 Q
HO o OPr
OH NHAc

Propilo  3-O-acetil-a-L.-ramnopiranosil-(1—2)-a-L-ramnopiranosil-(1—4)-acido  B-p-galactopiranosilurdnico-
(1—3)-2-acetamido-2-desoxi-B-p-galactopiranésido (XXXVI);

10
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AcO OH
Hom
o S
Hoﬁeﬁﬁ%
o OH
COH HO
o Q
HO o OPr
OH NHAG

Propilo  a-L-ramnopiranosil-(1—2)-a-L.-ramnopiranosil-(1—4)-acido  B-p-galactopiranosilurénico-(1—3)-2-
acetamido-2-desoxi-3-p-galactopiranosil-(1—2)-a-L-ramnopiranésido (XX)

o ¢

E

HO

E

OPr
How
hoOH MO
HO

OH NHAG

Propilo  3-O-acetil-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-a-L.-ramnopiranosil-(1—4)-acido  B-p-galactopiranosilurénico-
(1—3)-2-acetamido-2-desoxi-B-p-galactopiranosil-(1—2)-3- O-acetil-a-L-ramnopirandsido (XIX);

OH

E

OPr
How
HO OH AcO
CO-H o
0 O
HO 0

CH NHAG

Propilo  2-O-acetil-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-a-L.-ramnopiranosil-(1—4)-acido  B-p-galactopiranosilurénico-
(1—3)-2-acetamido-2-desoxi-B-p-galactopiranosil-(1—2)-3- O-acetil-a-L-ramnopiranédsido (XIX")
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HO QAc
Hﬁeﬂe’éﬁ%
Ho OPr
OCO H HO o Ao
2 0O Q
HO&/O&/
OH

NHAC

Propilo  4-O-acetilo-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-a-.-ramnopiranosil-(1—4)-acido  B-p-galactopiranosilurénico-
(1—3)-2-acetamido-2-desoxi-B-p-galactopiranosil-(1—2)-3- O-acetil-a-L-ramnopiranédsido (XIX").

HO OH
Ac%ﬁ?%
HO 0

mﬁ

O

CO,H
@]
Hom

OH NHAc

OPr
HOI\/Ie O
HO OH AcO
O O
0]

Propilo acido B-p-galactopiranosilurénico-(1—3)-2-acetamido-2-desoxi-f-p-galactopiranosil-(1—2)-3-O-
acetil-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-a-L.-ramnopiranosido (XII);

OPr
H C)Me @]
HO
O

HOI\/Ie 0]

HOCO ! HOOH AcO
2 o 0 0

HO o

OH NHAC

Propilo  &acido  B-p-galactopiranosilurénico-(1—3)-2-acetamido-2-desoxi-3-p-galactopiranosil-(1—2)-4-O-
acetil-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-a-L.-ramnopiranésido (XII');
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OPr

HOMe O

HC

9]

AcOMe O
HOcom Ho Q1O

2 o o O
HO ©

OH NHAc

e Propilo acido B-p-galactopiranosilurénico-(1—3)-2-acetamido-2-desoxi-f3-p-galactopiranosil-(1—2)-a-L-
ramnopiranosil-(1—2)-a-L.-ramnopiranésido (XIV);

OPr
HOMe @]
HO; |
o)
Ho'\"\e;?%
HO o Ho Pt HO
2 o 0 (@]
HO o

OH NHAC

e Propilo a-L-ramnopiranosil-(1—4)- &acido B-p-galactopiranosilurénico-(1—3)-2-acetamido-2-desoxi-f-p-
galactopiranosil-(1—2)-3- O-acetil-a-L-ramnopiranésido (XV);

OH
HO, oPr
HQ 7= #
e O
’ﬁ HOMe 0]
OH AcO
O co,H HO
0 Q ©
HO 0

OH NHAC

e Propilo a-t-ramnopiranosil-(1—4)- &cido B-p-galactopiranosilurénico-(1—3)-2-acetamido-2-desoxi-f-p-
galactopiranosil-(1—2)-4- O-acetil-a-L-ramnopiranésido (XV');

OH

HO OPr
R
e O
ﬁ/% ACoMego#
OH HO
OcoH  HO
0 o A
HO o

OH NHAc

e Propilo a-L-ramnopiranosil-(1—4)- &acido B-p-galactopiranosilurénico-(1—3)-2-acetamido-2-desoxi-f-p-
galactopiranosil-(1-2)-a-L-ramnopiranésido (XVI);

13
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OH
HO OPr
"
e O
HOMe QO
OH HO
O COH HO
HO O
OH NHAC

En otro objeto, se describen en el presente documento oligosacaridos (Ic) seleccionados del grupo que consiste en:

10

Alilo 4-O-bencil-3-O-para-metoxibencil-a-L.-ramnopiranésido (9), también designado HO-C,

OQAll

Bnow
PMBO
CH

Alilo (4-O-bencil-3-O-para-metoxibencil-a-L-ramnopiranosil)-(1—2)-3,4-di- O-bencilo-a-L-ramnopirandsido
(48), también designado HO-CD,

OAll

BnOY el
BnO
0
Bno'\f'mil
PMBO

OH

bencilo  (4-O-bencil-3-O-para-metoxibencil-a-L-ramnopiranosil)-(1—2)-(3,4-di- O-bencil-a-L.-ramnopiranosil)-
(1—4)-(alilo 2,3-di-O-bencil-B-p-galactopiranosido)uronato (169), también designado HO-CDA,

PMBO oH
BnoM:Xtd\
BnG, Q
BnOMIe o
O GOZBn
Q

OBn

Alilo (4-O-bencil-3-O-para-metoxibencil-a-L-ramnopiranosil)-(1—2)-(3,4-di-O-bencilo-a-L.-ramnopiranosil)-
(1—4)-(bencil 2,3-di-O-bencil-B-o-galactopiranosiluronato)-(1—3)-4,6-di-O-bencil-2-desoxi-2-
tricloroacetamido-B-p-galactopirandsido (280), también designado HO-CDAB,
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PMBO OH
B nOl‘\lle O
0
BnQO
BnOMe o)
0 CBn
CO.Bn B
0 0
BnO o OAll

OBn NHCOCC;

*  Fenilo 3,4,6-tri-O-bencil-2-desoxi-2-tricloroacetamido-1-tio--p-galactopirandsido (24), también designado B-
SPh, que no forma parte de la presente invencion,
OBn

o)
BnO SPh

NHCOCCI,

BnO

e  3,4,6-Tri-O-bencil-2-desoxi-2-tricloroacetamido-a/B-p-galactopiranosilo N-feniltrifluoroacetimidato (181),
también designado B-PTFA, que no forma parte de la presente invencién,

BnO opn
(0]

BnO OPTFA
CCI,COHN

Férmula quimica : C37H34ClsF3N2Og
Masa exacta; 764,1435
Peso molecular: 766,0299

* Alilo (2,3-di-O-bencil-B-p-galactopiranosil)-(1—3)-4,6-di- O-bencil-2-desoxi-2-tricloroacetamido-f3-p-
galactopiranésido (241), también designado (HO)2-AB

OH OBn

HO BnO
o) 0
BHO&/O\&,OAM
OBn NHCOCCl,

Férmula quimica: C4s5H50CIsNO¢4
Masa exacta: 885,2449
Peso molecular: 887,2376

* (Bencilo 2,3-di-O-bencil-4- O-levulinoil-B-p-galactopiranosiluronato)-(1—3)-4,6-di- O-bencil-2-desoxi-2-
tricloroacetamido-tricloroacetimidato de a-p-galactopiranosilo (246), también designado AB-TCA,
LevO CO,Bn BnO LB
" OTCA
OBn NHCOCCI;

Férmula quimica: CsgHsgClgN2O14
Masa exacta: 1190,1863
Peso molecular: 1193,7668

15
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Bencilo 2,3-di-O-bencil-4-O-levulinoil-B-p-galactopiranosiluronato-(1—3)-4,6-di- O-bencil-2-desoxi-2-
tricloroacetamido-a/B-p-galactopiranosilo N-feniltrifluoroacetimidato (247), también designado AB-PTFA,
LevO CO,Bn BnO OBn
810X o\%&N
" OPTFA
OBn NHCOCCI,

Formula quimica: CgpHggClsF3NoOq4
Masa exacta: 1218,3062
Peso molecular: 1220,4990

(3,4-Di-O-bencil-2-O-levulinoil-a-L-ramnopiranosil)-(1—4)-(bencil 2,3-di-O-bencil-B-o-
galactopiranosiluronato)-(1—3)-4,6-di- O-bencil-2-desoxi-2-tricloroacetamido-a/B-p-galactopiranosilo N-
feniltrifluoroacetimidato (283), también designado DAB-PTFA,

BnO. Olev
BnoMe 0]
0] OBn
co,Bn  BnO
o} o}
BnO o OPTFA
OBn NHCOCCl,

Formula quimica: CgoHgoClsF3N,O4g
Masa exacta: 1544,4580
Peso molecular: 1546,8853

(4-O-Bencil-3-O-para-metoxibencil-2- O-levulinoil-a-L-ramnopiranosil)-(1—2)-(3,4-di- O-bencil-a-L-
ramnopiranosil)-(1—4)-(bencil 2,3-di-O-bencil-B-p-galactopiranosiluronato)-(1—3)-4,6-di- O-bencil-2-desoxi-
2-tricloroacetamido-a/B-p-galactopiranosil N-feniltrifluoroacetimidato (284), también designado CDAB-PTFA,

pmBo, G-
BnOMe 0
0
BnO,
BnoI\,‘Ie (0]
(0] OBn
co,en  BnO
0 o)
BnO o OPTFA

OBn NHCOCCI;

Férmula quimica: C4g3H10sC13F3N2023
Masa exacta: 1900,6204
Peso molecular: 1903,2975

Alilo  (bencil 2,3-di-O-bencil-4-O-levulinoil-B-p-galactopiranosiluronato)-(1—3)-4,6-di-O-bencil-2-desoxi-2-
tricloroacetamido-B-p-galactopirandsido (244), también designado AB

LevOco,en  Bno §EN
O (0}
BnO (¢} OQAll
OBn NHCOCCI3

Formula quimica: Cg7HgpClsNO44
Masa exacta: 1087,3079
Peso molecular: 1089,4436
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e Alilo (bencil 2,3-di-O-bencil-B-p-galactopiranosiluronato)-(1—3)-4,6-di- O-bencil-2-desoxi-2-tricloroacetamido-
B-p-galactopirandsido (242), también designado HO-AB,

HO co,Bn BnO SN
0] 0]
BnO 0 OAIl
OBn NHCOCCI;

Férmula quimica: CgoHg4CI3NO 15
Masa exacta: 989,2712
Peso molecular: 991,3437

* (Bencil 2,3-di-O-bencil-4-O-levulinoil-B-p-galactopiranosiluronato)-(1—3)-4,6-di- O-bencil-2-desoxi-2-
tricloroacetamido-a/B-p-galactopiranosa (245), también designado AB-OH.

LevO cO,Bn BnO OBn
BnO Q (0] 2
e OH
OBn NHCOCCI;

Foérmula quimica: Cgg4HggClaNO 14
Masa exacta: 1047,2766
Peso molecular; 1049,3797

Oligo- o polisacaridos (Ic) son particularmente ventajosos ya que proporcionan un acceso eficiente a los oligo- o
polisacaridos que tienen mas de una unidad de repeticion (Ib) y (la) en un nimero reducido de pasos, segun una
sintesis convergente. En particular, los oligo- o polisacaridos (Ic) se pueden dividir en dos grupos: aceptores, que
definen el extremo reductor de la cadena del polisacarido y donantes, que generalmente estan implicados en el
alargamiento de la cadena y, en particular, que fijan el extremo no reductor de la cadena del polisacarido. En la Tabla
| se enumeran ejemplos seleccionados de donantes y aceptores preferidos.

Como se usa en el presente documento, el término "donante" se refiere mas particularmente a un mono-, oligo- o
polisacarido que lleva un grupo saliente en la posicion anomérica.

Como se usa en el presente documento, el término "aceptor" se refiere mas particularmente a un mono-, oligo- o

polisacarido que tiene al menos un grupo hidroxilo libre, en general distinto del hidroxilo anomérico, preferiblemente
un solo grupo hidroxilo libre correspondiente al sitio de elongacion de la cadena creciente.
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DONANTES

OBn AB-TCcA

B-spPh LevO CO,Bn BnO OBn 246
o]

24 BnO o} Q

NHCOCCI, OTCA
OBn NHCOCCI,

BnO

9]
BnO SPh

Bno BN B-PTFA
—_— 0 181 AB-PTFA
0 OPTFA LevOgo,Bn  BNO OBn 247
BnO o OPTFA
OBn NHCOCCI,

OlLev

BnO
BnOMe 0

" DAB-pPTFA
Bno OBn 283

9co,Bn
0 o)
Bnom/o OPTFA

pPMBO.  FLev OBn NHCOCClI;
BnOMe 0
BnO 9
B”OM CDAB-PTFA
284

0 BnO ©OBn

CO,Bn
0 o
Bnok&/‘)&&womm

OBn NHCOCCl,

18



ES2922818 T3

ACEPTORES
OAll
OAll
Bnow
BnO
BnoI\lle O i
PMBO OH
H;)-C BnOMe 0
PMBO OH
HO-CD
48
OH
PMBO
emeo, BnO
BnO L Me O
Me (0]
0 Bno.
BnO BnOM O
BHOM .
0 BnO 0OBn
Oc0,8n GeRo
BnO Sﬁol LOAIl BnO © OAll
OBn OBn NHCOCCI,
Ho-CDA HO-CDAB
169 280

Tabla | (aceptor Ho-C (9) es un precursor conocido [26]

Como ejemplo tedrico que sigue, el octasacarido que lleva un residuo C en el extremo reductor puede prepararse
acoplando bloques de construccion aceptores y donantes seleccionados entre aquellos (Ic) enumerados anteriormente
(Tabla 1). Alternativamente, oligo- o polisacaridos (la) que tienen un residuo D en su extremo reductor pueden

5 obtenerse mediante el uso de un conjunto apropiado de donantes (Ic) enumerados en la tabla | en combinacién con
el aceptor HO-CD (48). En este caso, el donante CDAB-PTFA se usa de forma iterativa tantas veces como sea
necesario (y) para alcanzar la longitud de cadena adecuada:

DAB[CDAB]C-Pr / DAB[sCDAB]a.C-Pr = DAB-PTFA + [CDAB-PTFA] + HO-C
B[CDAB]+CD-Pr/B[a.CDAB}ya.CD-Pr = B-SPh + y [CDAB-PTFA] + HO-CD

10 Como otro ejemplo, el octasacarido [CDAB]2 (300) puede prepararse segin un método que comprende un paso de

acoplamiento del aceptor de tetrasacarido HO-CDAB (280) con el donante de tetrasacarido CDAB-PTFA (284). Tal
método puede ilustrarse mediante el siguiente esquema.
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co,Bn  Bn0 OBN
o) o)
Bnoh/o&,&i\ll
0Bn NHCOCC,
Olev TMSOTTf (0,05 equiv.
FNED 280 DCM 60 °C. :
BnoMe o] >
+
BnQ, &
Bn%tﬁ%
Oco,n  BQ O8N
0 0
Bno&s/o&h,«owm
0Bn NHCOCCI,
1,4 equiv. de 284
PMBO, SR
BHOM
BnO, i
BHOM
0
cO,8n B0 O8N
0 0
BnO 0 0

OBn  Cl;COCHN
PMBO

BnOMe 0
BnO 0
BnOMe o
(0] 0OBn
co,en B0
o} 0
BnO o OAll

OBn NHCOCCI;

NH,NH,H,0 300, R =Lev, 81%
AcOH/piridina 301 R = OH 82%

Esquema 1

Como otro ejemplo, el dodecasacarido [CDAB]z (302) puede prepararse segin un método que comprende un paso de
acoplamiento del aceptor de octasacarido HO-[CDABJ2 (301) con el donante de tetrasacarido CDAB-PTFA (284).
Dicho método puede ilustrarse mediante el siguiente esquema.
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PMBO,
Bno’ﬁ‘
HOM
OBn
cozsn BN
BnO

OBn  Cl3COCHN
PMBO,

BnO TMSOT (0,05 equiv.)

Me O
301 DCM -90 °C
L
pmBo, - . Bo, ¢ 68%
B0 ﬁ”% Bnom
0 B
COan BnO QBN
0 o}
0 OAll
OCO B BnO OBn OBn NHCOCCI
BnO &QA/ \%VAWOPTFA
NHCOCCl,
1,4 equiv. de 284
pMBO, G-
BHOM
BnO, i
BHOM
o ™ B ]
CO,Bn | BnO PB"
0 o
BnO -0 0
OBn| Cl,COCHN
PMBO,
B"OMe O
BnO, 2
Bnom
o} OB
co,Bn | BNO A"
0 o
BnO -O&,OAH
OBn NHCOCCl,
— —2
302
Esquema 2

Como otro ejemplo, el pentasacarido ABCDA (248) puede prepararse segun un método que comprende un paso de
acoplamiento del aceptor de trisacarido HO-CDA (169) con el donante de disacarido AB-TCA (246) o AB-PTFA (247).

Dicho método puede ilustrarse mediante el siguiente esquema.
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PMBO
Bn%ﬁﬁ%

BnO. o TMSOTT, disolvente
M ”
OCOZBS LleOgo,en B "
Bnomoxxn BnOE ;o o %zo y

g o oBn NHCOCCl
X =0TCA, 246
X =OPTFA, 247
LBVOCOZBn BnO ©OBn
o, (B)
BnO o 0
OBn  Cl,COCHN
PMBO
BnOMe 0
0

BnO,
Bnom
0C02|38
BnO S :;}. _OAIl

OBn

248
77% - 87%
Esquema 3
Como otro ejemplo, el heptasacarido DABCDAB (294) puede prepararse segin un método que comprende un paso

de acoplamiento del aceptor de tetrasacarido HO-CDAB (280) con el donante de trisacarido DAB-PTFA (283). Dicho
método puede ilustrarse mediante el siguiente esquema.
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pmeo, ¢
Bnom
BnO, e
BnoN’Ie O
Oco,en  BNO OBn
0 0
BnO 0 OAll
OBn NHCOCCI, TMSOTf
DCM
280 -
BnO OlLev
BnOMe 0 +
0 OB
co,Bn  BNO ~°N
0 o)
BnO O&WOPTFA
OBn NHCOGCIy
283
1,4 equiv.
BnO OlLev
BnOMe o)
o B
co,Bn  BnO O8N
0 o]
BnO 0 o)
OBn  CI;COCHN
PMBO
BnC)Me 0
BnO, 9
E}nOMe o
o) B
co,Bn  BrO O8N
o] o)
BnO O&K:@,OAM
OBn NHCOCCI3
294
Esquema 4

En otro aspecto, la descripcion proporciona un disacarido de férmula (Il) que no forma parte de la presente invencion:

RO R0 OR?

CO.R
Q @]
Rﬁo\%g/o\%g/ow

OR® NHCOCCI,
(1
en el que:
R es un grupo protector de éster, preferentemente escindible por hidrogendlisis, como un bencilo,
R3 es un grupo protector de hidroxilo permanente, preferentemente un éter bencilico,

R*es H o un grupo protector temporal, en particular ortogonal al alilo y un éster bencilico (CO2Bn), que puede
seleccionarse independientemente entre el siguiente conjunto no exhaustivo que consiste en levulinoilo, cloroacetilo,
benzoilo sustituido, como por ejemplo AZMB, éter de sililo,
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R5 es alilo, H, N-tricloroacetimidoilo (TCA), o
N-feniltrifluoroacetimidoilo (PTFA), siempre que R* y R® no sean H simultaneamente.

Los disacaridos de formula (l1), en particular los disacaridos 242, 244, 245, 246 y 247 son particularmente ventajosos
como intermediarios clave para acceder a los oligo- y polisacaridos (Ib) y (la).

En otro aspecto, la invencion proporciona el uso de un oligo- o polisacarido (Ib) o (Ic) como se define en el presente
documento, como un intermedio para la preparacion de un oligo- o polisacarido (la) como se define en el presente
documento, o de un conjugado como se define anteriormente.

Definiciones
Los siguientes términos y expresiones utilizados en el presente documento tienen los significados indicados.

“Oligosacarido”, como se define en el presente documento, es un carbohidrato que contiene de dos a veinte unidades
de monosacarido unidas entre si, “oligosacarido” se usa en el presente documento de manera liberal para indicar los
sacaridos descritos en el presente documento; este uso difiere de la definicién estandar de que los oligosacaridos
pueden contener hasta diez unidades de monosacaridos inclusive (Joint Commission on Biological Nomenclature, Eur.
J. Biochem. 1982, 126, 433-437).

“Polisacarido”, tal como se define en el presente documento, es un carbohidrato que contiene mas de veinte
subunidades de monosacarido unidas entre si.

"Extremo reductor”, como se define en el presente documento, se refiere al exiremo de un oligo- o polisacarido con
un carbono anomérico (C1) que no esta involucrado en un enlace glucosidico con otro residuo de azucar.

"Vehiculo" se refiere a cualquier molécula que se puede unir de forma covalente o no covalente a un oligo- o
polisacarido de la invencion para formar un glucoconjugado de la invencién. Incluye inmunovehiculos para uso como
vacunas y otros vehiculos para preparar reactivos de diagnostico.

"Inmunovehiculo"” se refiere a una molécula inmunogénica o un fragmento de una molécula, que es reconocida por las
células T colaboradoras y puede contribuir a la respuesta de los anticuerpos al inducir la maduracién de la afinidad de
los anticuerpos, el cambio de isotipo de IgM a IgG y la memoria de las células B.

"Otros vehiculos para preparar reactivos de diagnostico” se refiere a agentes comdnmente usados para inmovilizar
moléculas en una fase sdlida, para generar una presentacion multivalente o para marcar moléculas.

"Etiqueta" se refiere a cualquier sustancia que pueda producir una sefial que pueda detectarse por cualquier medio
apropiado.

"Glucoconjugado" se refiere a un conjugado como se define en el presente documento.

"Prevencién y tratamiento" se refiere a la prevencion de infeccion o reinfeccion, reduccion o eliminacion de los sintomas
y reduccion o eliminacién completa del patégeno. El tratamiento puede efectuarse profilacticamente (antes de la
infeccion) o terapéuticamente (después de la infeccion).

"Alquilo” se refiere a un grupo alquilo de cadena lineal o ramificada que tiene de 1 a 6 &tomos de carbono, como metilo,
etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, sec-butilo, terc-butilo, pentilo, isoamilo, neopentilo, 1-etilpropilo, 3-
metilpentilo, 2,2-dimetilbutilo, 2,3-dimetilbutilo, hexilo, etc.

"Alcoxi" se refiere a un grupo alquilo-O-, en el que el grupo alquilo es como se define en el presente documento.

"Arilo" se refiere a un sistema de anillo aromatico de hidrocarburo mono- o biciclico que tiene de 6 a 10 atomos de
carbono en el anillo. Los ejemplos incluyen fenilo y naftilo.

"Hal" se refiere a un atomo de halégeno, a saber, F, Cl, Bre I.

Las siguientes abreviaturas utilizadas en el presente documento tienen los significados indicados.
Ac: acetilo

All: alilo

anhid.: anhidro

ac.: acuoso

Ar: argon
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AW: lavado con acido

Bn: bencilo

calc: calculado

CAN: nitrato de cerio y amonio

Chex: ciclohexano

DBU: 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno
DCC: 1,3-diciclohexilcarbodiimida

DCE: 1,2-dicloroetano

DCM: diclorometano

DMAP: N,N-dimetilaminopiridina

ESI: ionizacién por electropulverizacion

h: hora

HPLC: cromatografia liquida de alto rendimiento
HRMS: espectrometria de masas de alta resolucién
Lev: levulinoilo

LC-MS: Espectrometria de masas con cromatografia liquida
LPS: lipopolisacéarido

Me: metilo

min: minuto

MS: tamices moleculares

RMN: resonancia magnética nuclear

O-Ag: O-antigeno

Ph: fenilo

PMB: para-metoxibencilo

PTFA: N-feniltrifluoroacetimidoilo

Rf: factor de retardo

Rt: tiempo de retencion

RP: fase inversa

ta: temperatura ambiente

SF6: Shigella flexneri serotipo 6

SF6a: Shigella flexneri serotipo 6a

TBAI: bromuro de tetrabutilamonio

TCA: tricloroacetimidato

TEMPO: (2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-il)oxilo
TFA: &cido trifluoroacético

THF: tetrahidrofurano

TLC: cromatografia en capa fina
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TMSOTH: trifluorometanosulfonato de trimetilsililo
Tol: tolueno

Otras caracteristicas de la invencién se haran evidentes en el curso de la siguiente descripcion de ejemplos de
realizacién. Estos ejemplos se dan para ilustrar la invencion y no pretenden ser limitantes de la misma.

Ejemplos
I. Sintesis de oligo- y/o polisacaridos
Métodos generales:

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) se registraron a 303 K en un espectrometro Bruker Avance a
400 MHz ('H) y 100 MHz ('3C) equipado con una sonda BBO. Las sefiales se presentan como m (multiplete), s
(singlete), d (doblete), t (triplete), dd (doblete de dobletes), q (cuadruplete), gt (quintuplete), sex (sextuplete), dt (doblete
de tripletes), dq (doblete de cuadrupletes), ddd (doblete de doblete de doblete), m (multiplete). Las sefiales también
se pueden describir como amplias (prefijo b), pseudo (prefijo p), superpuestas (sufijo o) 0 parcialmente superpuestos
(sufijo po). Las constantes de acoplamiento se presentan en hercios (Hz). Los desplazamientos quimicos se presentan
en ppm (8) en relacién con el pico de disolvente residual. De los dos protones geminales magnéticamente no
equivalentes en C-6, el que resuena en el campo mas bajo se indica como H-6a, y el que esta en el campo mas alto
se indica como H-6b. Las asignaciones intercambiables estdn marcadas con un asterisco. Los residuos de azucar se
rotulan de acuerdo con las letras de la unidad de repeticion del O-Ag (A, B, C y D) de SF6 y se identifican con un
subindice en la lista de asignaciones de sefal. Para los oligosacaridos mas grandes que una unidad de repeticion, las
letras A, B, C, D se convierten en A', B', C', D'y A", B", C", D", comenzando con A, B, C, D desde el extremo reductor.

Los espectros HRMS se registraron en un instrumento WATERS QTOF Micromass en el modo de ionizacion por
electropulverizacion de iones positivos (ESI*). Las soluciones se prepararon utilizando MeCN/H20 1:1 que contiene
0,1% de acido férmico.

Los andlisis de RP-HPLC analitica de los compuestos finales se realizaron en un instrumento Agilent 1200 Series
equipado con un detector UV (A = 215 nm) y una columna analitica Symmetry de 3,5 um C1s 100 A 2,1 x 100 mm
eluyendo con un gradiente lineal de 0-35 % de MeCN en TFA ac. 0,01 N durante 20 min a un caudal de 0,3 mLemin

1)_
A. Estrategia sintética lineal

La sintesis lineal representa un proceso mediante el cual la elongacion de la cadena necesaria para obtener el objetivo
del oligo- o polisacarido implica la glucosilacién ordenada predeterminada de un aceptor con un residuo a la vez,
alternando con el desenmascaramiento selectivo del sitio de glucosilacién posterior dentro del residuo recién
introducido.

Ejemplo de una sintesis lineal: acceso a tetrasacaridos BCDA-pr (XXX) y BacCDA-pr (XXXI)
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BnQ, OR
BnOME o)
TMSOTTf (0,05 iv.
e COzBﬂ TOI(-!IO oéqt“v )l OCOzBﬂ
BnO QAll BnO S :‘OE JOAIl
OBn 94%, OTCA OBn
154
Bn0L L2 NHoNHzH,0 — R = Lev 164
BnO OLev AcOH/ piridina
92 90% R=H165
1,2 equiv.
pmeo, R
BnOMe (o]
. 0
TMSOTf (0,05 equiv.), BnO,
Tol, -10 °C B"Om
92Y% 00,8
°  OTCA 20
BnO OAll
B¢ OBn
Pmo” L
i16 v NHzNHyH20 R=Lev 167
. AcOH/piridina
1r2 equiv. gong : R=H 169
NIS/TMSOT{, DCM,
80% -70°C a - 60°C,
BnO OBn
lo!
Bno&,sph
~ NHcocCly
1T5 equiv. o,
BnO OBn
Pd/C 10%, H,, THF/H>O o]
EoiE BnO-.Sf ’:@ o)
BCDA-A - ClsCCOHN
J RP HPLC PMBO,
XXX Bno.
Me O
1. CAN, MeCN/H,O
2. Ac,0O, piridina, DMAP BnO 0]
BacCDA-Pr . 87% Bnom
XXXI 3. PdIC 10%, Hy, THF/H,0
Oco,Bn
53% 183 Q
RP HPLC BnO —
OBn
Esquema 5

El aceptor de galacturonato 154 (A) se glucosila primero con el donante de tricloroacetimidato de ramnosilo 92 (D)
para dar el disacarido completamente protegido 164. El sitio de elongacion se desprotege selectivamente, convirtiendo
a este disacarido en un aceptor (165). El 165 recién sintetizado se hace reaccionar, en condiciones seleccionadas de
glucosilacién basadas en imidato, con un segundo donante de ramnosilo 119 que es un precursor del residuo C.
Curiosamente, su 3-OH esta protegido ortogonalmente en forma de un para-metoxibenciléter. La hidrazindlisis del
éster de levulinoilo Unico del trisacarido resultante permitié el desenmascaramiento selectivo del 2¢c-OH, convirtiendo
asi el producto de glucosilacion 167 en el aceptor 169. La glucosilacion del trisacarido 169 con el residuo de
galactosaminilo 24 (B), en este caso un donante de tioglucésido, proporciond el producto de glucosilacion unido en
B 183 segun sea necesario. El tetrasacarido completamente protegido 183 se sometié a un proceso de dos pasos que
involucraba primero la escision oxidativa del éter PMB y luego la acetilacién del asi desenmascarado 3c-OH para dar
el analogo 3-OAc 187. El tratamiento de tetrasacaridos 183 y 187 con Pd/C en una atmdsfera de hidrégeno condujo a
los glucésidos de propilo XXX y XXXI, emitido a partir de la hidrogendlisis del éster bencilico, bencilo y cuando sea
necesario para-metoxibenciléteres en concomitancia con la reduccion de tricloroacetamida a acetamida y alilo a
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propilo. El tetrasacarido XXXy su anélogo 3c-OAc XXXI son imitaciones sintéticas con cambio de marco de la unidad
de repeticion biologica de O-antigenos de SF6, SF6a y/o E. coli0147.

Bencil  (3,4-di-O-bencil-2-O-levulinoil-a-L-ramnopiranosil)-(1—4)-(alil  2,3-di-O-bencil-B-D-galactopiranosid)uronato
(164).

Una suspension del aceptor 154271 (300 mg, 595 umoles), tricloroacetimidato 92281 (419 mg, 713 umoles) y MS 300
AW de 4A recién activado (450 mg) en tolueno anhid. (5,9 ml) se agit6é durante 1 h a ta en atmésfera de Ar. La mezcla
de reaccion se enfrié a -10°C y se afiadio TMSOTT (5 ul, 30 umoles). La mezcla de reaccion se agitd a esa temperatura
durante 30 min. La reaccion se inactivé anadiendo EtsN. La mezcla resultante se filtré y el filtrado se concentrd. El
residuo se purificé por cromatografia ultrarrapida (Tol/Acetona 97:3 a 96:4) para dar el disacarido 164 (519 mg, 94%)
como un aceite blanco.

'HRMN (CDCls), & 7,41-7,23 (m, 25H, Har), 5,99 (m, 1H, CH=a1), 5,55 (dd, 1H, Ji2 = 2,1 Hz, Jo3 = 3,3 Hz, H-20), 5,36
(M, 1H, Jrans = 17,2 Hz, Jgem = 1,5 Hz, =CHaai), 5,28 (d, 1H, J = 12,3 Hz, Hcozen) 5,24-5,20 (m, 2H, H-1p, =CHza1), 5,12
(d, 1H, Hcozen), 4,94 (d, 1H, J= 11,0 Hz, Hen), 4,91 (d, 1H, J= 11,2 Hz, Hen), 4,79 (d, 1H, J= 11,0 Hz, Han), 4,77 (d,
1H, J= 12,1 Hz, Han), 4,74 (d, 1H, J= 12,1 Hz, Han), 4,64 (d, 1H, J= 11,1 Hz, Hen), 4,61 (d, 1H, J= 11,2 Hz, Hen), 4,50
(m, TH, Hai), 4,45 (d, 1H, J= 11,0 Hz, Han), 4,43-4,39 (m, 2H, H-4a, H-1a), 4,17 (m, 1H, Hai), 4,05 (bs, 1 H, H-5x), 3,88
(dd, 1H, Js4 = 9,4 Hz, H-3p), 3,80-3,71 (m, 2H, H-2a, H-5p), 3,56 (dd, 1H, Jo3 = 9,7 Hz, J3.4 = 2,9 Hz, H-34), 3,37 (pt,
1H, Jas = 9,4 Hz, H-4p), 2,72-2,62 (m, 4H, CHzeev), 2,16 (s, 3H, CHaiev), 1,30 (d, 3H, Js6 = 6,2 Hz, H-6p).

13C RMN (CDCls) parcial, 5 206,4 (COi), 171,6 (COzev), 167,4 (C-6a), 102,6 (C-1a, 'Jon = 161,3 Hz), 98,9 (C-
1p, 'Jon = 172,7 Hz), 67,4 (Ccozsn), 38,1 (COCHziev), 29,9 (CHatev), 28,2 (CO2CHziev).

HRMS (ESI*): m/z 951,3846 (calculado para CssHsoO13Na [M+Na]*: m/z 951,3932).
Bencil (3,4-di-O-bencil-a-L-ramnopiranosil)-(1—4)-(alil 2,3-di-O-bencil-3-D-galactopiranosid)uronato (165).

A una solucién de disacarido 164 (1,25 g, 1,35 mmoles) en piridina seca (8,3 ml) agitada a 0°C en atmésfera de Ar,
se afadié lentamente acido acético (5,6 ml) seguido de monohidrato de hidrazina (326 pl, 6,73 mmoles). La mezcla
de reaccién se agité a ta durante 1,5 h. Los compuestos volatiles se evaporaron y co-evaporaron dos veces con
tolueno. El residuo se recogié en DCM y se lavé con agua. La fase ac. se volvi6 a extraer dos veces con DCM y las
fases organicas combinadas se lavaron con salmuera, se pasaron a través de un filiro separador de fases y se
concentraron. El residuo se purificd por cromatografia ultrarrapida (Chex/EtOAc 8:2 a 7:3) para dar alcohol 165 (1,05
g, 90%) como un aceite de color amarillo claro.

'"H RMN (CDCls), 6 7,42-7,27 (m, 25H, Har), 6,01 (m, 1H, CH=au), 5,39 (do, 1H, J1,2 = 1,7 Hz, H-1p), 5,38 (M, 1H, Jirans =
17,2 Hz, Jgem = 1,6 Hz, = CHzai), 5,32 (d, 1H, J = 12,2 Hz, Hcoz2sn), 5,25 (m, 1H, Jis = 10,5 Hz, = CH2ai), 5,14 (d, 1H,
Hcozen), 4,96 (d, 1H, J = 11,0 Hz, Hgn), 4,90 (d, 1H, J = 11,3 Hz, Hgn), 4,80 (dpo, 1H, J = 11,9 Hz, Hen), 4,76 (dpo, 1H, J =
10,9 Hz, Hgn), 4,75 (dpo, 1H, J= 11,9 Hz, Hgn), 4,67-4,64 (m, 3H, Hgn), 4,54 (m, 1H, Han), 4,49 (dd, 1H, H-44), 4,43 (d,
1H, J12 =7,8 Hz, H-14), 4,23-4,16 (m, 2H, H-2p Hai), 4,08 (d, 1H, J15 = 1,2 Hz, H-54), 3,89 (dd, 1H, J23 = 3,2 Hz, J34 =
9,0 Hz, H-3pb), 3,80-3,71 (m, 2H, H-2a, H-5p), 3,58 (dd, 1H, J23 = 9,8 Hz, J34 = 3,0 Hz, H-34), 3,47 (pt, 1H, Ja5= 9,3
Hz, H-4p), 2,43 (bs, 1H, OH), 1,32 (d, 3H, Js6 = 6,2 Hz, H-6p).

3C RMN (CDCls) parcial,  167,3 (C-6a), 102,7 (C-1a, "Jen = 159,4 Hz), 100,4 (C-1p, 'Jen = 172,7 Hz), 67,3 (Ccozen).
HRMS (ESI*): m/z 853,3478 (calculado para CsoHs4O11Na [M+Na]*: m/z 853,3564).

bencil (4-O-bencil-3- O-para-metoxibencil-2- O-levulinoil-a-L-ramnopiranosil)-(1—2)-(3,4-di- O-bencil-a-L -
ramnopiranosil)-(1—4)-(alil 2,3-di-O-bencil-B-p-galactopiranésido)uronato (167).

Una mezcla de aceptor 165 (300 mg, 361 pmoles), tricloroacetimidato 119 (267 mg, 433 umoles) y MS en polvo de 4A
recién activado (750 mg) en tolueno anhid. (10,8 ml) se agité durante 1 h a ta en atmdsfera de Ar. La mezcla de
reaccion se enfrié a -10°C y se afadié TMSOTTf (3,3 ul, 18 pmoles). La mezcla de reaccién se agitd a esa temperatura
durante 20 min. La reaccion se inactivo afadiendo EtsN. La suspension resultante se filtré y se concentr6. El residuo
se purificé por cromatografia ultrarrapida (Tol/EtOAc 95:5 a 85:15) para dar el trisacarido 167 (426 mg, 91%) como un
aceite de color amarillo claro.

'H RMN (CDCls), & 7,43-7,17 (m, 32H, Har), 6,86 (d, 2H, J = 8,5 Hz, Hapug), 5,99 (m, 1H, CH=ai), 5,52 (dd, 1H, J12 =
1,9 Hz, Jo3 = 3,1 Hz, H-2c), 5,36 (M, 1H, Jirans = 17,2 Hz, Jgem = 1,6 Hz, = CHaai), 5,33 (bso, 1H, H-1p), 5,27 (d, 1H, J =
12,2 Hz, Hoozsn), 5,22 (m, 1H, Juis = 10,5 Hz, = CHaan), 5,12 (d, 1H, Hcossn), 4,94 (dpo, TH, J = 11,1 Hz, Han), 4,92-4,88
(Mo, 3H, H-1c, 2Han), 4,80 (d, 1H, J = 12,1 Hz, Han), 4,75 (d, 1H, J = 12,1 Hz, Han), 4,70-4,57 (m, 6H, Han), 4,50 (Mpo,
1H, Hai), 4,48 (d, 1H, J = 10,9 Hz, Hen), 4,39 (Mo, 1H, H-44), 4,38 (do, 1H, Ji2 = 7,8 Hz, H-1a), 4,17 (m, 1H, Hai), 4,11
(pt, 1H, H-20), 4,02 (d, 1H, Jas = 1,0 Hz, H-54), 3,94 (dd, 1H, Ja.4 = 9,3 Hz, H-3¢), 3,86 (ddpo, 1H, J23 = 2,9 Hz, Ja4 =
9,4 Hz, H-3p), 3,82 (dq, 1H, H-5¢), 3,78 (s, 3H, CHapus), 3,75-3,64 (M, 2H, H-24, H-50), 3,51 (dd, 1H, Jo3 = 9,8 Hz, J34 =
2,8 Hz, H-3a), 3,42 (pt, 1H, Jas = 9,5 Hz, H-4p), 3,37 (pt, 1H, Jas = 9,5 Hz, H-4c), 2,77-2,66 (m, 4H, CHaev), 2,18 (s,
3H, CHaiev), 1,28 (d, 3H, Jss = 6,2 Hz, H-60), 1,20 (d, 3H, Js6 = 6,2 Hz, H-6c).
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3C RMN (CDCls) parcial, 6 206,1 (COuev), 171,7 (COziev), 167,3 (C-64), 159,2 (Civems), 113,7 (2C, Capms), 102,7 (C-
1a, 'Jon = 157,6 Hz), 100,0 (C-1p, 'JecH = 178,6 Hz), 99,2 (C-1¢, 'Jon = 171,6 Hz), 67,3 (Ccozsn), 55,1 (CHapms), 38,2
(COCHz2kev), 29,8 (CHaev), 28,3 (CO2CH2ev).

HRMS (ESI*): m/z 1307,5554 (calculado para C7sHssO1sNa [M+Na]*: mlz 1307,5555).

bencil (4-O-bencil-3-O-para-metoxibencil-a-L-ramnopiranosil)-(1—2)-(3,4-di- O-bencilo-a-L-ramnopiranosil)-(1—4)-(alil
2,3-di-O-bencil-B-p-galactopiranosid)uronato (169).

Se anadi6 lentamente acido acético (11,3 ml) seguido de monohidrato de hidracina (492 ul, 10,1 mmoles) a una
solucion del compuesto completamente protegido 167 (2,60 g, 2,0 mmoles) en piridina seca (16,8 ml) agitada a 0°C
en atmosfera de Ar. La mezcla de reaccién se agit6é a ta durante 30 min. Los compuestos volatiles se evaporaron y
co-evaporaron dos veces con tolueno. El residuo se recogié en DCM y se lavd con agua. La fase ac. se volvi6 a extraer
dos veces con DCM vy las fases organicas combinadas se lavaron con salmuera, se pasaron a través de un filtro
separador de fases y se concentraron. El residuo se purificé por cromatografia ultrarrapida (Tol/EtOAc 9:1 a 7:3) para
dar alcohol 169 (2,23 g, 93%) como una espuma blanca.

'H RMN (CDCls), 5 7,45-7,16 (m, 32H, Ha), 6,89 (d, 2H, J = 8,6 Hz, Harpuig), 6,00 (m, 1H, CH=a1), 5,37 (m, 1H, Jirans =
17,3 Hz, Jyem = 1,6 Hz, = CHaan), 5,35 (bso, 1H, H-10), 5,28 (d, 1H, J = 12,1 Hz, Hcozan), 5,23 (m, 1H, Jeis = 10,5 Hz,
=CHaai), 5,13 (d, 1H, Hcozen), 5,02 (d, 1H, J12 = 1,4 Hz, H-1c), 4,94 (dpo, 1H, J = 10,9 Hz, Han), 4,90 (dpo, 1H, J= 11,2
Hz, Hen), 4,89 (dpo, 1H, J = 10,9 Hz, Hen), 4,81 (d, 1H, J = 12,1 Hz, Han), 4,75 (d, 1H, J = 10,9 Hz, Han), 4,70-4,59 (m,
7H, Han), 4,51 (m, 1H, Hai), 4,40 (Mo, TH, H-4a), 4,39 (do, 1H, J1.2 = 7,7 Hz, H-1a), 4,17 (Mpo, 1H, Hai), 4,15 (mo, 1H, H-
20), 4,12 (m, 1H, H-2c), 4,03 (d, TH, Jas = 0,9 Hz, H-54), 3,91-3,86 (m, 2H, H-3c, H-3p), 3,84 (dgpo, 1H, H-5¢), 3,79 (s,
3H, CHapus), 3,76-3,66 (m, 2H, H-24, H-5p), 3,52 (dd, 1H, Jos = 9,8 Hz, Js4 = 2,8 Hz, H-3a), 3,45 (ptpo, 1H, Jas = 9,5
Hz, H-4c), 3,41 (pt, 1H, Ja4 = Jas = 9,6 Hz, H-4o), 1,30 (d, 3H, Js6 = 6,2 Hz, H-6p), 1,21 (d, 3H, Js6 = 6,2 Hz, H-60).

3G RMN (CDCls) parcial, & 167,3 (C-6a), 159,2 (Civems), 114,0 (2C, Carrmg), 102,7 (C-14, 'Jecr = 161,1 Hz), 100,8 (C-
1p, 'Jer = 169,0 Hz), 100,2 (C-1¢, "JoH = 171,9 Hz), 67,3 (Ccozsn), 55,2 (CHspmz).

HRMS (ESI*): m/z1210,5117 (calculado para C71H7sO16Na [M+Na]*: m/z 1210,5222), m/z 613,2374 (calculado para
C71H79016K [M+H+K]?*: m/z 613,2502).

Bencil (3,4,6-tri-O-bencil-2-desoxi-2-tricloroacetamido-B-p-galactopiranosil)-(1—2)-(4-O-bencil-3- O-para-metoxibencil-
a-L.-ramnopiranosil)-(1—2)-(3,4-di- O-bencil-a-L-ramnopiranosil)-(1—4)-(alil 2,3-di-O-bencil-B-D-
galactopiranosid)uronato (183).

Una mezcla de aceptor 169 (300 mg, 253 pumoles), donante de tioglucésido 24 (260 mg, 379 umoles), y MS en polvo
de 4A recién activado (750 mg) en DCM anhid. (2,9 ml) se agit6 durante 1 h a ta en atmésfera de Ar. La mezcla de
reaccion se enfri6 a -78°C, luego se afadieron NIS (114 mg, 505 umoles) y TMSOTT (4,6 pL, 25 pmoles). La mezcla
de reaccion se agité durante 30 min permitiendo que el bafo alcanzara -60°C. Un control en TLC (Tol/EtOAc 9:1)
indic6 la ausencia de aceptor 169 (rf = 0,18) y la presencia de un nuevo producto menos polar (rf = 0,38). La reaccion
se inactivé mediante la adicion de EtsN. La suspension resultante se filtr6 y se concentré. El residuo se purificd por
cromatografia ultrarrapida (Tol/EtOAc 98:2 a 92:8) para dar el tetrasacéarido 183 (356 mg, 80%) como una espuma
blanca.

'H RMN (CDCl3), 5 7,41-7,05 (m, 47H, Hay), 6,91 (d, 1H, Junz = 7,5 Hz, NH), 6,83 (d, 2H, J = 8,6 Hz, Hapws), 5,97 (m,
1H, CH=a1), 5,35 (M, 1H, Jrans = 17,3 Hz, Jem = 1,6 Hz, = CHa), 5,26 (bs, 1H, H-10), 5,25 (dpo, 1H, Hcozsn), 5,21 (m,
1H, Jois = 10,5 Hz, =CHaai), 5,10 (d, 1H, J = 12,2 Hz, Hoozsn), 4,98-4,92 (m, 4H, H-1s, H-1¢, 2Hen), 4,90 (dpo, 1H, J =
10,9 Hz, Han), 4,84 (dpo, 1H, J= 11,1 Hz, Hen), 4,76 (d, 1H, J = 12,1 Hz, Han), 4,72 (dpo, 1H, J = 10,5 Hz, Han), 4,71-
4,67 (m, 2H, Han), 4,65-4,55 (m, 3H, Han), 4,58-4,45 (m, 6H, 5Han, Hai), 4,36 (do, 1H, Ji2 = 7,7 Hz, H-1a), 4,34 (bdo,
1H, H-4a), 4,27 (d, 1H, J = 11,6 Hz, Hen), 4,22 (d, 1H, J = 11,6 Hz, Han), 4,18-4,10 (m, 2H, H-2s, Hai), 4,08 (pt, 1H, H-
2c), 4,03-3,96 (m, 4H, H-5a, H-3s, H-48, H-20), 3,87 (dd, 1H, J3 = 3,0 Hz, Js4 = 9,6 Hz, H-3c), 3,81 (ddpo, 1H, Jo3 =
3,0 Hz, Jsa = 9,5 Hz, H-30), 3,79 (dapo, 1H, H-5¢), 3,71 (s, 3H, CHapus), 3,70-3,59 (m, 3H, H-2a, H-6as, H-5p), 3,51-
3,42 (m, 3H, H-3a, H-58, H-4c), 3,34 (ptpo, 1H, Jas = 9,2 Hz, H-4p), 3,31 (mo, 1H, H-6bs), 1,28 (d, 3H, Jss = 6,2 Hz, H-
60), 1,18 (d, 3H, Js6 = 6,2 Hz, H-6c).

3G RMN (CDCls) parcial, 6 167,3 (C-6a), 161,6 (NHCO), 159,4 (Civeme), 113,9 (2C, Carpmg), 102,7 (C-1a, 'Jer = 162,0
Hz), 101,3 (C-1c, 'Jcr = 173,5 Hz), 100,7 (C-18, 'JcH = 162,4 Hz), 100,4 (C-1p, 'JcH = 175,4 Hz), 92,9 (CCl3), 67,3
(Ccozen), 55,2 (CHspwms).

HRMS (ESI*): m/z 1784,6198 (calculado para C100H106ClsNO21Na[M+Na]*: m/z 1784,6221).

Bencil (3,4,6-tri-O-bencil-2-desoxi-2-tricloroacetamido-B-D-galactopiranosil)-(1—2)-(3- O-acetil-4- O-bencil-a-L-
ramnopiranosil)-(1—2)-(3,4-di-O-bencil-a-L-ramnopiranosil)-(1—4)-(alil  2,3-di-O-bencil-B-D-galactopiranosid)uronato
(187).

Se afnadieron agua (1,6 ml) y CAN (870 mg, 1,59 mmoles) a una solucion de tetrasacarido 183 (700 mg, 397 pmoles)
en MeCN (15,9 ml). La mezcla de reaccion se agitd a ta durante 30 min. La reaccion se inactivd con NaHCOs ac. sat.
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La mezcla de reaccion se diluyd con agua y DCM y la fase ac. se extrajo tres veces con DCM. Los extractos
combinados se lavaron con salmuera, se pasaron a través de un filtro separador de fases y se concentraron. El aceite
en bruto resultante se disolvié en piridina (20 ml) y se anadieron anhidrido acético en exceso (3,75 ml) y DMAP (48
mg, 397 umoles) a la solucién mantenida con agitacion a ta. Los compuestos volatiles se evaporaron y co-evaporaron
tres veces con tolueno. El residuo se purific6 mediante cromatografia ultrarrapida (Tol/EtOAc 95:5 a 9:1) para
proporcionar el tetrasacarido monoacetilado. 187 (582 mg, 87% en dos pasos) como una espuma blanca.

'H RMN (CDCls), & 7,41-7,04 (m, 45H, Har), 7,02 (d, 1H, Jwz2 = 7,0 Hz, NH), 5,98 (m, 1H, CH=a1), 5,36 (ddpo, 1H, J2.3 =
3,1 Hz, H-3c), 5,35 (M, 1H, Jgem = 1,6 Hz, =CHaai), 5,32 (d, 1H, Ji2 = 1,6 Hz, H-1p), 5,26 (d, 1H, J = 12,2 Hz Hcozen),
5,22 (m, 1H, Jois = 10,5 Hz, =CHaai), 5,09 (d, 1H, Hcozsn), 5,03 (dpo, 1H, 1.2 = 8,4 Hz, H-18), 5,01 (dpo, 1H, Ji2 = 2,0
Hz, H-1c), 4,89 (dpo, 1H, J = 10,8 Hz, Hsn), 4,88 (d, 2H, J = 11,1 Hz, 2Han), 4,77 (d, 1H, J= 11,8 Hz, Hsn), 4,70 (d,
2H, J = 11,2 Hz, Hen), 4,66 (d, 1H, J = 11,2 Hz, Hen), 4,62-4,52 (Mpo, 7H, Han), 4,50 (Mpo, 1H, Hai), 4,40-4,35 (m, 4H,
H-1a, H-4a, H-3s, H-2c), 4,26 (d, 1H, J= 11,6 Hz, Hgn), 4,20 (d, 1H, J= 11,6 Hz, Hen), 4,16 (m, 1H, Hai), 4,05 (d,
1H, Js.4 = 2,4 Hz, H-4g), 4,01 (d, 1H, Jas= 0,9 Hz, H-54), 4,00 (m, 1H, H-20), 3,92-3,82 (m, 2H, H-2s, H-5c¢), 3,80 (dd,
1H, Joa = 2,9 Hz, Jaa = 9,5 Hz, H-3p), 3,70-3,58 (m, 3H, H-24, H-6as, H-50), 3,56-3,47 (m, 4H, H-3a, H-58, H-4c, H-4o),
3,35 (dd, 1H, Jseo = 4,5 Hz, Jeae = 8,3 Hz, H-6bs), 2,17 (s, 3H, Hac), 1,29 (d, 3H, Jss = 6,2 Hz, H-60), 1,14 (d, 3H, Jss =
6,2 Hz, H-6¢).

13C RMN (CDCls) parcial, 5 170,7 (COnc) 167,2 (C-6a), 161,5 (NHCO), 102,6 (C-1a, 'Jon = 156,6 Hz), 101,3 (C-
1c, 'Jon = 176,3 Hz), 100,0 (C-1p, "Jon = 171,1 Hz), 99,6 (C-1s, 'Jen = 163,3 Hz), 92,9 (CCls), 67,3 (Ccozen), 21,3
(CHano).

HRMS (ESI*): m/z 1684,5983 (calculado para CgaH101CIsNO21 [M+H]*: m/z 1684,5931), m/z 1706,5928 (calculado
para CgaH100CIsNO21Na [M+Na]*: m/z 1706,5751).

Propil 2-acetamido-2-desoxi-B-D-galactopiranosil-(1—2)-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-a-L-ramnopiranosil-(1—4)- &cido
B-D-galactopiranosidurénico (XXX).

A una solucion agitada de tetrasacarido 183 (254 mg, 140 pmoles) en THF/H20 (4:1, 10,2 ml), se anadi6é Pd al 10%/C
(200 mg). La suspension se agité en atmdsfera de hidrégeno durante 2 dias. Después de este tiempo, el analisis de
MS indicé un Unico peso molecular correspondiente al del tetrasacarido objetivo. La mezcla de reaccién se filtro.
Evaporacion de los compuestos volatiles, suministro de liofilizacion y purificacion del material en bruto mediante RP-
HPLC preparativa (columna semipreparativa Kromasil 5 um C18 100 A 10 x 250 mm, 0-20% de gradiente lineal de
CHsCN en 0,08% de TFA ac. durante 20 min a un caudal de 5,5 mLemin-') dio el tetrasacarido XXX (61,8 mg, 59%)
como un sdlido blanco después de liofilizacion repetida.

'H RMN (D20), 55,24 (d, 1H, J12 = 1,4 Hz, H-10), 5,08 (d, 1H, J12 = 1,5 Hz, H-1c), 4,55 (d, 1H, J12 = 8,4 Hz, H-1s),
4,38 (d, 1H, J12 = 8,0 Hz, H-1a), 4,35 (d, 1H, Jas = 1,2 Hz, H-54), 4,27 (dd, 1H, Js.4 = 2,8 Hz, H-4a), 4,05 (dd, 1H, Jo3 =
3,0 Hz, H-2c), 4,02 (dd, 1H, J23 = 3,1 Hz, H-20), 3,87-3,74 (m, 6H, H-4s, OCHzpr, H-28, H-3a, H-3p, H-3c), 3,74-3,63
(m, 3H, H-6ag, H-6bs, H-3g), 3,63-3,51 (M, 4H, H-58, H-5c, OCHzer, H-5p), 3,50 (dd, 1H, Jo3 = 9,9 Hz, H-2A), 3,34 (pt,
1H, Ja4 = Jas = 9,8 Hz, H-4p), 3,27 (pt, 1H, J.4 = Jas = 9,7 Hz, H-4c), 1,97 (s, 3H, CHanmiac), 1,57 (sex, 2H, J = 7,4 Hz,
CHarr), 1,20-1,15 (m, 6H, H-6c, H-6p), 0,84 (t, 3H, CHapr).

13C RMN (D20), 5 175,1 (NHCO), 171,6 (C-64), 103,1 (C-18, 'Jon = 163,2 Hz), 102,3 (C-14, 'Jon = 161,7 Hz), 101,0 (C-
1c, "Jon = 175,8 Hz), 99,9 (C-1p, 'Jon = 174,7 Hz), 78,6 (C-2c), 78,5 (C-20), 76,7 (C-4a), 75,0 (C-58), 72,9 (C-34), 72,8
(C-54), 72,3 (2C, C-4c, OCHzrr), 71,9 (C-4p), 70,8 (C-38), 70,2 (C-2a), 69,7 (2C, C-3p, C-3c), 69,2 (C-5), 69,1 (C-5¢),
67,7 (C-48), 60,9 (C-68), 52,8 (C-28), 22,0 (2C, CHzpr, CHanniac), 16,6 (2C, C-60, C-6c), 9,6 (CHary).

HRMS (ESI*): m/z 754,2722 (calculado para C29H49NO20Na [M+Na]*: m/z 754,2745). RP-HPLC (215 nm): Rt = 8,5 min.

Propil  2-acetamido-2-desoxi-B-D-galactopiranosil-(1—2)-(3-O-acetil-a-L.-ramnopiranosil)-(1—2)-a-L.-ramnopiranosil-
(1—4)- 4cido B-p-galactopiranosidurdnico (XXXI).

A una solucién agitada de tetrasacarido 187 (187 mg, 110 umoles) en THF/H20 (4:1, 8,4 ml), se afadié Pd al 10%/C
(150 mg). La suspension se agité en atmésfera de hidrégeno durante 2 dias. Después de este tiempo, el analisis de
MS indicé un peso molecular correspondiente al del tetrasacarido objetivo. La mezcla de reaccion se filtrd. La
evaporacion de los compuestos volatiles, liofilizacion y purificacion mediante RP-HPLC preparativa (columna
semipreparativa Kromasil 5 um C18 100 A 10 x 250 mm, gradiente lineal de 0-20% de CH3CN en TFA acuoso al 0,08%
durante 20 min a una caudal de 5,5 mLsmin') dio el tetrasacéarido XXXI (45,3 mg, 53%) como un sélido blanco después
de liofilizacion repetida.

"H RMN (D20), 55,23 (d, 1H, Ji2 = 1,3 Hz, H-1p), 5,03 (d, 1H, Ji2 = 1,7 Hz, H-1c), 4,92 (dd, 1H, Jos = 3,0 Hz, Jsa =
10,0 Hz, H-3c), 4,33 (d, 1H, 2 = 8,0 Hz, H-1a), 4,31 (bso, 1H, H-5a), 4,30 (dpo, 1H, J12 = 8,3 Hz, H-18), 4,22 (dd,
1H, Ja4 = 2,8 Hz, Jas = 1,1 Hz, H-4a), 4,12 (pt, 1H, H-2c), 3,99 (dd, 1H, J23 = 3,1 Hz, H-2p), 3,83-3,70 (m, 5H, H-4s,
OCHzpr, H-28, H-3a, H-3p), 3,70-3,57 (m, 4H, H-5¢, H-6as, H-6bs, H-3s), 3,52-3,46 (m, 3H, H-58, OCHzpr, H-5p), 3,45
(ddpo, 1H, b3 = 10,0 Hz, H-24), 3,34 (ptpo, 1H, J = 9,3 Hz, J = 9,8 Hz, H-4c), 3,35 (ptpo, 1H, J = 9,6 Hz, J = 9,8 Hz, H-
4p), 2,09 (s, 3H, CHsac), 1,97 (s, 3H, CHanrac), 1,56 (sex, 2H, J = 7,4 Hz, CHzrr), 1,16 (d, 3H, Jss = 6,3 Hz, H-60), 1,14
(d, 3H, Js6 = 6,2 Hz, H-6¢), 0,80 (t, 3H, CHarr).
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13C RMN (D20), & 174,5 (NHCO), 173,5 (COac), 171,5 (C-64), 103,2 (C-18, 'Jon = 163,2 Hz), 102,3 (C-14, 'Jocn = 161,8
Hz), 101,0 (C-1c, "Jen = 174,7 Hz), 99,8 (C-1pb, 'Jon = 173,6 Hz), 78,8 (C-2p), 76,7 (C-4a), 76,4 (C-2¢), 74,8 (C-58),
72,8 (C-3a), 72,7 (C-5a), 72,6 (C-3c), 72,2 (OCH2rr), 71,8 (C-4p), 70,2 (C-3B), 70,1 (C-2a), 70,0 (C-4c,), 69,6 (C-3p),
69,2 (C-5p), 69,1 (C-5c), 67,6 (C-48), 60,8 (C-68), 52,4 (C-28), 22,3 (CHanHAc), 22,1 (CHzrr), 20,5 (CHsac), 16,6, 16,5
(2C, C-6p, C-6¢), 9,6 (CHspr RMNS (ESI*): m/z 796,2866 (calculado para C31Hs1NO21Na
[M+Nal]*: m/z796,2852). HPLC (215 nm): Rt = 9,0 minutos

Caracterizacion de tetrasacaridos de propilo adicionales que imitan unidades de repeticién desplazadas del marco de
O-Ags de SF6, SF6a y/o E. coli 0147, obtenidos segun una estrategia de sintesis lineal.

Acido propil B-D-galactopiranosilurénico-(1—3)-2-acetamido-2-desoxi-p-D-galactopiranosil-(1—2)-a-L-
ramnopiranosil-(1—2)-a-L- ramnopirandsido (XIX).

1H RMN (D20), 55,01 (d, 1H, J12 = 1,4 Hz, H-1c), 4,76 (d, 1H, Ji2 = 1,2 Hz, H-1p), 4,55 (d, 1H, Ji2 = 8,4 Hz, H-18),
4,36 (d, 1H, J12 = 7,8 Hz, H-14), 4,23 (d, 1H, Jus = 1,2 Hz, H-54), 4,12 (dd, 1H, J3.4 = 3,4 Hz, H-4a), 4,09 (d, 1H, J3.4 =
3,1 Hz, H-4s), 4,02 (dd, 1H, 3 = 2,8 Hz, H-2¢), 3,89 (dd, 1H, J2.3 = 10,9 Hz, H-28), 3,79 (dd, 1H, J23 = 3,4 Hz, H-2p),
3,77-3,69 (m, 3H, H-38, H-3c, H-3p), 3,66 (dd, 1H, Js6a = 7,8 Hz, Jeaeb = 11,9 Hz, H-6ag), 3,64-3,53 (m, 5H, H-6bs, H-
5¢, H-3a, H-58, H-5p), 3,51 (dtpo, 1H, J = 7,0 Hz, J = 9,8 Hz, OCHazrr), 3,41 (ddpo, 1H, Jo3 = 9,9 Hz, H-2a), 3,36 (dtpo,
1H, J = 6,3 Hz, OCHzrr), 3,31 (ptpo, 1H, Js4 = Jus = 9,6 Hz, H-4p), 3,22 (pt, 1H, Jsa = Jas = 9,7 Hz, H-4c), 1,89 (s, 3H,
CHanwac), 1,47 (psex, 2H, CHzer), 1,15 (d, 3H, Jse= 6,2 Hz, H-6p), 1,12 (d, 3H, Jss = 6,2 Hz, H-6¢), 0,78 (t, 3H, J = 7,4
Hz, CHSPr).

13C RMN (D20), 5 174,9 (NHCO), 172,0 (C-64), 104,6 (C-1a, 'Jon = 162,3 Hz), 102,7 (C-1s, 'JcH = 163,4 Hz), 101,1
(C-1¢, Yon = 173,5 Hz), 98,1 (C-1p, 'Jon = 171,8 Hz), 79,9 (C-3s), 78,9 (C-20), 78,4 (C-2c), 74,6 (C-58), 73,7 (C-5),
72,1 (C-4c), 72,0 (C-4p), 71,9 (C-3a), 69,9 (C-3p), 69,8 (C-2a), 69,7 (OCHzrr), 69,6 (C-4a), 69,4 (C-3c), 69,1 (C-5c¢),
68,6 (C-50), 67,6 (C-48), 60,9 (C-68), 51,5 (C-28), 22,3 (CHankac), 21,8 (CHzer), 16,5 (2C, C-6p, C-6¢), 9,7 (CHary).

HRMS (ESI*): m/z 754,2789 (calculado para CasHasNOzoNa [M+Na]*: miz 754,2745).
HPLC (215 nm): Rt = 12,5 min.

Acido  propil B-D-galactopiranosilurénico-(1—3)-2-acetamido-2-desoxi-B-D-galactopiranosil-(1—2)-3-O-acetil-a-L-
ramnopiranosil-(1—2)-a-L-ramnopiranésido (XI!).

H RMN (D20), 65,03 (d, 1H, J12 = 1,7 Hz, H-1c), 4,93 (dd, 1H, Jo3 = 3,0 Hz, J3.4 = 10,0 Hz, H-3¢), 4,80 (d, 1H, Ji2 =
1,1 Hz, H-1p), 4,40 (dpo, 1H, J12 = 7,7 Hz, H-14), 4,39 (dpo, 1H, J12 = 8,2 Hz, H-18), 4,23 (d, 1H, Jas = 1,2 Hz, H-54),
4,15 (pt, 1H, H-2c), 4,13 (dd, 1H, Js.4 = 3,4 Hz, H-4a), 4,11 (d, 1H, Js4 = 2,9 Hz, H-48), 3,87 (ddpo, 1H, Jo3 = 10,9 Hz,
H-2g), 3,83 (dd, 1H, Jr3 = 3,3 Hz, H-20), 3,79 (dd, 1H, H-3s), 3,75-3,68 (m, 2H, H-3p, H-5¢), 3,68-3,56 (m, 4H, H-6as,
H-6bs, H-34, H-5p), 3,56-3,47 (m, 2H, H-58, OCHzer), 3,46-3,38 (m, 3H, H-24, H-4p, H-4c), 3,37 (dtpo, 1H, J = 6,4 Hz, J =
9,9 Hz, OCHzrr), 2,07 (s, 3H, CHaac), 1,95 (s, 3H, CHanrac), 1,48 (psex, 2H, CHzrr), 1,17 (d, 3H, Jse = 6,2 Hz, H-60%),
1,16 (d, 3H, Js6 = 6,2 Hz, H-6¢%), 0,79 (t, 3H, J = 7,4 Hz, CHarr).

13C RMN (D20), 6 174,7 (NHCO), 173,6 (COac), 172,2 (C-64), 104,6 (C-14, 'Jcn = 162,1 Hz), 102,7 (C-18, 'Jon = 163,9
Hz), 101,1 (C-1c, "Jen = 176,5 Hz), 98,0 (C-1p, 'Jon = 171,9 Hz), 79,4 (C-2p), 79,1 (C-38), 76,3 (C-2¢), 74,5 (C-58),
73,9 (C-54), 72,6 (C-3c), 72,0, 71,9 (2C, C-3a, C-4p), 69,9-69,8 (3C, C-4c, C-2a, C-3p), 69,7 (OCH2rr), 69,5 (C-44), 69,2
(C-5c), 68,6 (C-5p), 67,4 (C-48), 60,8 (C-68), 51,4 (C-28), 22,3 (CHanHAc), 21,8 (CHzrr), 20,5 (CHaac), 16,5 (2C, C-6p,
C-6¢), 9,7 (CHser).

HRMS (ESI*): m/z 796,2831 (calculado para Cs1Hs51NO21Na [M+Na]*: miz 796,2852).
HPLC (215 nm): Rt = 13,5 min

Acido propil B-D-galactopiranosilurénico-(1—3)-2-acetamido-2-desoxi-B-D-galactopiranosil-(1—2)-4-O-acetil-a-L-
ramnopiranosil-(1—2)-a-L-ramnopirandsido (XII').

"H RMN (D20), 5 5,06 (d, 1H, Ji2 = 1,6 Hz, H-1c), 4,80 (d, 1H, Ji2 = 1,1 Hz, H-10), 4,73 (pt, 1H, Jus = 9,8 Hz, H-4c),
4,63 (d, 1H, Ji2 = 8,4 Hz, H-18), 4,39 (d, 1H, J12 = 7,8 Hz, H-1a), 4,20 (d, 1H, Jas = 1,1 Hz, H-54), 4,16-4,13 (m, 3H,
H-2c, H-4a, H-48), 4,00 (dd, 1H, Jo3 = 3,0 Hz, Ja.4 = 9,9 Hz, H-3c), 3,94 (dd, 1H, Je3 = 10,9 Hz, H-28), 3,86 (dd, 1H, Jo.3 =
3,3 Hz, H-20), 3,84-3,74 (m, 3H, H-3s, H-3p, H-5¢), 3,72 (ddpo, 1H, Js6a = 7,7 Hz, Jeasb = 12,0 Hz, H-6as), 3,67 (ddpo,
1H, Jssb = 4,7 Hz, H-6bs), 3,64-3,56 (m, 3H, H-3a, H-50, H-58), 3,55 (pteo, 1H, J = 6,9 Hz, J = 9,8 Hz, OCHzrr), 3,46
(dd, 1H, Jo3 = 10,0 Hz, H-24), 3,40 (dt, 1H, J = 6,3 Hz, OCHzrr), 3,36 (pt, 1H, Js.4 = Jas = 9,7 Hz, H-4p), 2,06 (s, 3H,
CHsac), 1,93 (s, 3H, CHantac), 1,51 (psex, 2H, CHzer), 1,20 (d, 3H, Jse= 6,2 Hz, H-60), 1,06 (d, 3H, Js= 6,2 Hz, H-6c),
0,82 (t, 3H, J = 7,4 Hz, CHapy).

13C RMN (D20), 5 175,0 (NHCO), 173,7 (COc), 172,6 (C-6), 104,3 (C-14, 'Jon = 162,6 Hz), 102,4 (C-18, 'Jon = 164,1

Hz), 101,1 (C-1c, 'Jon = 175,0 Hz), 98,1 (C-1p, 'Jer = 171,4 Hz), 79,9 (C-3s), 79,1 (C-20), 77,6 (C-2c), 74,8 (C-58),
74,1 (2C, C-5a, C-4c), 72,2 (C-4p), 72,1 (C-34), 70,0 (2C, C-2a, C-30), 69,8 (OCHzrr), 69,7 (C-4a), 68,6 (C-50), 68,1 (C-
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3c), 67,7 (C-4s), 67,1 (C-5¢), 61,0 (C-68), 51,6 (C-28), 22,3 (CHankac), 21,9 (CHzer), 20,5 (CHanc), 16,6, 16,5 (2C, C-6p,
C-6c), 9,8 (CHap).

HRMS (ESI*): miz 796,2927 (calculado para C31Hs1NO21Na [M+Na]*: mlz 786,2852).
HPLC (215 nm): Rt = 17,3 min.

Propil a-L-ramnopiranosil-(1—4)-acido B-D-galactopiranosilurénico-(1—3)-2-acetamido-2-desoxi-p-D-
galactopiranosil-(1—2)-a-L- ramnopiranésido (XVI).

'H RMN (D20), 55,09 (d, 1H, J12 = 1,6 Hz, H-10), 4,90 (d, 1H, J12 = 1,5 Hz, H-1c), 4,63 (d, 1H, J12 = 8,4 Hz, H-1s),
4,44 (d, 1H, Ji2 = 7,7 Hz, H-1a), 4,33 (d, 1H, Jas = 1,1 Hz, H-5a), 4,29 (dd, 1H, Js.a = 3,1 Hz, H-4a), 4,15 (d, 1H, Js.4 =
3,1 Hz, H-4g), 4,01 (dd, 1H, Jo3 = 3,4 Hz, H-2p), 3,96 (ddpo, 1H, Jo3 = 10,8 Hz, H-25), 3,94 (ddo, 1H, H-2c), 3,83-3,73
(m, 3H, H-3a, H-3s, H-3c), 3,73-3,67 (m, 3H, H-6as, H-6bs, H-3p), 3,64-3,49 (m, 5H, H-5¢, H-58, OCHzpr, H-5p, H-24),
3,42 (dt, 1H, J = 6,2 Hz, J = 9,8 Hz, OCHzrr), 3,33 (pt, TH, Jsa = Ja5 = 9,8 Hz, H-40), 3,27 (pt, 1H, Ja4 = Jas = 9,6 Hz,
H-4c), 1,96 (s, 3H, CHanwac), 1,53 (sex, 2H, CHarr), 1,20 (d, 3H, Jss = 6,2 Hz, H-6c), 1,17 (d, 3H, Js = 6,2 Hz, H-60),
0,83 (t, 3H, J = 7,5 Hz, CHapy).

13C RMN (D20), 5 175,0 (NHCO), 171,6 (C-6), 104,5 (C-1a, 'Jcn = 163,1 Hz), 102,7 (C-1g, 'Jcr = 163,5 Hz), 101,5
(C-1p, 'Jon = 174,2 Hz), 98,5 (C-1c, 'Jon = 174,6 Hz), 80,3 (C-38), 78,5 (C-2c), 76,3 (C-4a), 74,7 (C-58), 72,9 (C-5a),
72,7 (C-3n), 70,0 (C-4c), 71,7 (C-4p), 72,3 (C-20), 70,1 (C-3c), 69,6 (C-3p), 69,8 (C-2a), 69,7 (OCHzrr), 69,2 (C-5p),
68,6 (C-5¢), 67,7 (C-4s), 60,9 (C-68), 51,6 (C-28), 22,4 (CHanmac), 21,9 (CHzrr), 16,6, 16,5 (2C, C-6p, C-6¢), 9,8 (CHapr).

HRMS (ESI¥): m/z 754,2788 (calculado para CasHasNOzoNa [M+Na]*: miz 754,2745).
HPLC (215 nm): R = 10,5 min.

propil a-L-ramnopiranosil-(1—4)-acido B-D-galactopiranosilurdnico-(1—3)-2-acetamido-2-desoxi-B-D-galactopiranosil-
(1—>2)-3-O-acetil-a-L-ramnopirandsido (XV).

'H RMN (D20), 65,03 (d, 1H, 12 = 1,5 Hz, H-1p), 4,93 (dd, 1H, Jo.3 = 3,0 Hz, Js.4 = 10,0 Hz, H-3c), 4,84 (d, 1H, Ji2 =
1,7 Hz, H-1c), 4,42 (d, 1H, J12 = 7,8 Hz, H-1a), 4,38 (d, 1H, J12 = 8,2 Hz, H-18), 4,28 (d, 1H, Jas = 1,1 Hz, H-54), 4,23
(dd, 1H, Js.a = 2,8 Hz, H-4), 4,10 (d, 1H, Jsa = 2,9 Hz, H-4s), 4,00 (dd, 1H, H-2c), 3,96 (dd, 1H, Jz3 = 3,3 Hz, H-20),
3,88 (dd, 1H, Jo3 = 10,8 Hz, H-28), 3,78 (dd, 1H, H-3s), 3,73 (dd, 1H, Je3 = 10,0 Hz, H-3), 3,69-3,59 (m, 4H, H-6as,
H-6bs, H-30, OCHzpr), 3,58-3,43 (m, 4H, H-5¢, H-58, H-5p, H-2a), 3,43-3,35 (m, 2H, OCHzer, H-4c), 3,27 (pt,
1H, Ja4 = Jas = 9,7 Hz, H-4p), 2,06 (s, 3H, CHanc), 1,94 (s, 3H, CHantc), 1,48 (sex, 2H, CHzrr), 1,17 (d, 3H, Jse = 6,2
Hz, H-6¢), 1,11 (d, 3H, Jss = 6,2 Hz, H-60), 0,78 (t, 3H, J = 7,5 Hz, CHapr).

13C RMN (D20), 6 174,5 (NHCO), 173,4 (COac), 171,6 (C-64), 104,3 (C-14, 'JcH = 163,6 Hz), 102,6 (C-18, 'JcH = 165,7
Hz), 101,4 (C-1p, 'Jcn = 174,6 Hz), 98,5 (C-1c, "Jcn = 175,3 Hz), 79,8 (C-38), 76,4 (C-2c), 76,3 (C-44), 74,4 (C-58),
72,8 (2C, C-3a, C-3c), 72,6 (C-54), 71,7 (C-4p), 70,2 (2C, C-4c, C-2p), 69,8 (C-24), 69,7 (C-3p), 69,6 (OCHzpr), 69,1 (C-
5p), 68,6 (C-5c), 67,5 (C-48), 60,8 (C-68), 51,4 (C-28), 22,5 (CHanHac), 21,9 (CHzpr), 20,5 (CHaac), 16,5 (2C, C-6p, C-
6¢c), 9,7 (CHapr).

HRMS (ESI¥): m/z 796,5854 (calculado para CaiHsiNOziNa [M+Na]*: miz 796,2852).
HPLC (215 nm): R = 12,7 min.

Propil a-L-ramnopiranosil-(1—4)-Acido B-D-galactopiranosilurénico-(1—3)-2-acetamido-2-desoxi-p-D-
galactopiranosil-(1—2)-4- O-acetil-a-L-ramnopiranésido (XV').

H RMN (D20), 55,09 (d, 1H, Ji.2 = 1,6 Hz, H-10), 4,90 (d, 1H, Ji2 = 1,6 Hz, H-1c), 4,73 (pt, 1H, Js.4 = Js.4 = 9,8 Hz, H-
4c), 4,66 (d, 1H, J12 = 8,4 Hz, H-18), 4,44 (d, 1H, Ji2 = 7,8 Hz, H-1a), 4,30 (d, 1H, Ja5 = 1,2 Hz, H-54), 4,28 (dd,
1H, Ja4 = 2,9 Hz, H-4n), 4,16 (d, 1H, Js.4 = 3,1 Hz, H-48), 4,04-4,00 (m, 2H, H-2c, H-20), 4,00-3,94 (m, 2H, H-3c, H-2),
3,83-3,67 (M, 6H, H-38, H-3a, H-6as, H-6bs, H-30, H-5¢), 3,62-3,50 (m, 4H, OCHzer, H-58, H-50, H-24), 3,43 (dt, 1H, J =
6,4 Hz, J= 9,7 Hz, OCHzry), 3,32 (pt, 1H, Js.a = Jas = 9,7 Hz, H-4p), 2,07 (s, 3H, CHanc), 1,95 (s, 3H, CHankac), 1,53
(sex, 2H, CHzer), 1,16 (d, 3H, Jss = 6,2 Hz, H-6p), 1,09 (d, 3H, Js6 = 6,2 Hz, H-6¢), 0,83 (t, 3H, J = 7,3 Hz, CHapy).

13C RMN (D20), & 175,1 (NHCO), 173,7 (COnc), 171,8 (C-6a), 104,5 (C-1a, 'Jon = 162,7 Hz), 102,3 (C-18, 'Jon = 164,9
Hz), 101,4 (C-1p, 'Jon = 173,9 Hz), 98,7 (C-1c, 'Jo = 174,4 Hz), 80,3 (C-38), 77,6 (C-2¢), 76,2 (C-4a), 74,8 (C-58),
74,3 (C-4c), 72,6 (C-5a), 72,8 (C-3), 71,8 (C-4p), 70,2 (C-20), 69,9 (C-30), 69,8 (2C, OCHzer, C-2a), 69,2 (C-50), 68,4
(C-3c), 67,8 (C-48), 66,5 (C-5¢), 61,0 (C-68), 51,6 (C-28), 22,3 (CHankac), 22,0 (CHzrr), 20,5 (CHsac), 16,6, 16,5 (2C, C-
60, C-6¢), 9,8 (CHapy).

HRMS (ESI*): m/z 796,2884 (calculado para CaiHsiNO2iNa [M+Na]*: miz 798,2852).

HPLC (215 nm): Rt = 16,4 min.
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Propil a-L-ramnopiranosil-(1—2)-a-L-ramnopiranosil-(1—4)-acido B-D-galactopiranosilurénico-(1—3)-2-acetamido-2-
desoxi-B-D-galactopirandsido (XXXV).

H RMN (D20), 6 5,20 (d, 1H, J12 = 1,3 Hz, H-10), 4,80 (d, 1H, J12 = 1,4 Hz, H-1c), 4,36 (d, 2H, J1 2 = 8,0 Hz, H-1a, H-
18), 4,36 (d, 1H, Jas = 1,1 Hz, H-5a), 4,20 (dd, 1H, J3.4 = 2,8 Hz, H-4a), 4,08 (dd, 1H, Jo3 = 3,0 Hz, H-4s), 3,93 (dd, 1H,
H-2p), 3,90 (dd, 1H, Jz.5 = 3,4 Hz, H-2c), 3,86 (dd, 1H, J12 = 8,6 Hz, J2.5 = 10,8 Hz, H-28), 3,72 (ddpo, 1H, J2.3 = 3,3 Hz,
H-3p), 3,71-3,63 (M, 5H, OCHzer, H-3a, H-3s, H-6as, H-6bs), 3,61 (ddpo, 1H, H-3c), 3,57-3,50 (m, 2H, H-5¢, H-5B), 3,46
(ddpo, 1H, J23 = 9,8 Hz, H-24), 3,45-3,38 (m, 2H, OCHzer, H-5p), 3,29 (pt, 1H, Jsa = Jas = 9,7 Hz, H-4p), 3,28 (pt,
1H, Ja4 = Jas = 9,7 Hz, H-4c), 1,86 (s, 3H, CHanrac), 1,40 (sex, 2H, CHzrr), 1,10 (d, 3H, Jse = 6,2 Hz, H-6¢), 1,09 (d,
3H, Jss = 6,2 Hz, H-6p), 0,72 (t, 3H, J = 7,3 Hz, CHapy).

13C RMN (D20), 5 174,7 (NHCO), 171,5 (C-64), 104,5 (C-1a, 'Jon = 164,1 Hz), 102,0 (C-1¢, 'Jen = 172,0 Hz), 101,1
(C-1g, 'Jon = 161,8 Hz), 99,9 (C-1p, 'Jow = 175,7 Hz), 80,7 (C-3s), 78,2 (C-20), 76,3 (C-4a), 74,6 (C-58), 72,7 (C-3n),
72,5 (C-5), 72,1 (OCHzrr), 71,9, 71,7 (2C, C-4c, C-4p), 69,9 (2C, C-2¢, C-3c), 69,7, 69,6 (2C, C-2a, C-30), 69,2 (C-5p),
68,9 (C-5c), 67,7 (C-4s), 60,8 (C-68), 51,2 (C-28), 22,1 (CHankiac), 22,0 (CHzrr), 16,6, 16,5 (2C, C-6p, C-6c¢), 9,5 (CHapr).

HRMS (ESI*): m/z 754,2769 (calculado para C2gH4sNOz20Na [M+Na]*: miz 754,2745).
HPLC (215 nm): Rt = 8,9 min.

Propil  3-O-acetil-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-a-L-ramnopiranosil-(1—4)-acido  3-D-galactopiranosilurénico-(1—3)-2-
acetamido-2-desoxi-B-D-galactopirandsido (XXXVI).

"H RMN (D20), 6 5,32 (d, 1H, J1,2 = 1,4 Hz, H-1p), 4,90 (ddpo, 1H, J23 = 3,3 Hz, J34 = 9,9 Hz, H-3c), 4,90 (do, 1H, H-
1c), 4,44 (d, 1H, Ji2= 8,6 Hz, H-18), 4,43 (d, 1H, Ji2 = 7,8 Hz, H-1a), 4,34 (d, 1H, Js5= 1,1 Hz, H-54), 4,28 (dd,
1H, J3.4 = 2,8 Hz, H-44), 4,16 (d, 1H, J3.4 = 3,0 Hz, H-48), 4,12 (dd, 1H, Ji2 = 1,9 Hz, H-2¢), 4,02 (dd, 1H, J2;3 = 3,2 Hz,
H-2p), 3,94 (dd, 1H, J3 = 10,8 Hz, H-28), 3,80 (dd, 1H, H-3pb), 3,79-3,68 (m, 5H, H-3a, H-38, OCHzr:, H-6as, H-6bs),
3,61 (m, 1H, H-58), 3,56 (pto, 1H, J3.4 = J15 = 9,9 Hz, H-4c¢), 3,58-3,51 (m, 3H, H-5¢, H-5p, H-24), 3,49 (dt, 1H, J= 10,2
Hz, OCHzer), 3,41 (pt, 1H, J3.4 = Ja5 = 9,7 Hz, H-4p), 2,09 (s, 3H, CHaac), 1,94 (s, 3H, CHanHac), 1,48 (sex, 2H, CHzer),
1,22 (d, 3H, Js6 = 6,2 Hz, H-6¢), 1,19 (d, 3H, Js6 = 6,2 Hz, H-6p), 0,79 (t, 3H, CHapr).

13C RMN (D20), 5 174,8 (NHCO), 173,6 (COc), 171,6 (C-6), 104,6 (C-14, 'Jon = 163,6 Hz), 101,7 (C-1c, 'Jon = 172,6
Hz), 101,2 (C-18, "Jon = 163,6 Hz), 99,9 (C-1p, 'JeH = 173,5 Hz), 80,7 (C-38), 78,7 (C-20), 76,4 (C-4a), 74,7 (C-58),
73,5 (C-3c), 72,9 (C-5a), 72,7 (C-34), 72,3 (OCHzrr), 71,8 (C-4p), 69,8 (C-4c), 69,7 (2C, C-3p, C-2a°), 69,3 (C-5¢7), 69,0
(C-5p), 68,0 (C-2c), 67,8 (C-48), 60,9 (C-68), 51,3 (C-28), 22,2 (CHanrac), 22,1 (CHzer), 20,4 (CHanc), 16,7, 16,6 (2C, C-
60, C-60), 9,6 (CHspy).

HRMS (ESI*): m/z 796,2878 (calculado para Cs1Hs51NO21Na [M+Na]*: miz 796,2852).
HPLC (215 nm): Rt = 9,5 min.

Caracterizacion de propilpentasacaridos adicionales que simulan unidades de repeticién desplazadas en el marco de
O-Ags de SF6, SF6a y/o E. coli 0147, obtenidos segun una estrategia de sintesis lineal.

Propil  3-O-acetil-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-a-L-ramnopiranosil-(1—4)-acido  3-D-galactopiranosilurénico-(1—3)-2-
acetamido-2-desoxi-3-D-galactopiranosil-(1—2)-3- O-acetil-a-L-ramnopirandsido (XIX)

"H RMN (D20), 6 5,31 (d, 1H, J1,2 = 1,2 Hz, H-1p), 4,96 (dd, 1H, J2;3 = 3,0 Hz, J34 = 9,0 Hz, H-3c), 4,88 (ddo, 1H, J23 =
3,0 Hz, J34 = 9,8 Hz, H-3¢), 4,88-4,87 (m, 2H, H-1¢, H-1¢), 4,76 (d, 1H, Ji2 = 7,9 Hz, H-1a), 4,42 (d, 1H, J12 = 8,2 Hz,
H-18), 4,33 (dpo, 1H, Js5 = 1,2 Hz, H-54), 4,26 (ddo, 1H, H-44a), 4,14 (bd, 1H, J34 = 2,6 Hz, H-48), 4,11 (dd, 1H, Ji2 =
1,9 Hz, H-2¢), 4,03 (pt, 1H, H-2¢), 4,01 (dd, 1H, J2;3 = 3,3 Hz, H-2pb), 3,92 (bdd, 1H, J23 = 10,6 Hz, H-28), 3,82 (dd, 1H,
H-3g), 3,80-3,64 (m, 6H, H-3p, H-3a, H-6ag, H-6bs, H-5¢, H-5¢), 3,62-3,47 (m, 5H, H-58, H-5p, OCH2pr, H-2a, H-4c'),
3,47-3,33 (m, 3H, OCHzpr, H-4p, H-4c), 2,10 (s, 3H, CHaac-ac), 2,07 (s, 3H, CHaac-ac?), 1,98 (s, 3H, CHannac), 1,52 (psex,
2H, J=7,0 Hz, CHzpy), 1,23-1,15 (m, 9H, H-6p, H-6¢, H-6¢), 0,83 (t, 3H, J = 7,4 Hz, CHsp).

13C RMN (D20), & 174,5 (NHCO), 173,6 (COacac), 173,4 (COnc-ac), 171,6 (C-64), 104,3 (C-1a), 102,6 (C-1g), 101,7 (C-
1¢), 99,9 (C-10), 98,5 (C-1c), 79,8 (C-38), 78,7 (C-20), 76,4 (C-44), 76,2 (C-2c), 74,5 (C-58), 73,5 (C-3c), 72,9 (2C, C-
3¢, C-5n), 72,6 (C-3), 71,8 (C-4p), 70,9 (C-4c), 69,8 (C-4c), 69,7-68,7 (6C, C-3p, OCHzpr, C-24, C-5¢:, C-5p, C-5¢),
68,0 (C-2c), 67,5 (C-48), 60,8 (C-68), 51,5 (C-28), 22,3 (CHanrac), 21,9 (CH2rr), 20,5, 20,4 (2C, CHaac), 16,6-16,4 (3C,
C-6p, C-6¢, C-6¢), 9,8 (CHarr).

Propil 2-O-acetil-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-a-L-ramnopiranosil-(1—4)-acido  3-D-galactopiranosilurénico-(1—3)-2-
acetamido-2-desoxi-B-D-galactopiranosil-(1—2)-3- O-acetil-a-L-ramnopiranésido (XIX')

'H RMN (D20), 5 5,28 (d, 1H, 12 = 1,2 Hz, H-10), 5,12 (dd, 1H, J12 = 1,7 Hz, J3 = 3,4 Hz, H-2¢), 4,96 (dd, 1H, J3 =

3,0 Hz, Js.4 = 9,0 Hz, H-3c), 4,92 (d, 1H, Ji2 = 1,5 Hz, H-1c), 4,88 (do, 1H, H-1c), 4,75 (d, 1H, Ji2 = 7,9 Hz, H-1a), 4,42

(d, 1H, J1.2 = 8,2 Hz, H-1g), 4,33 (dpo, 1H, Ju5 = 1,2 Hz, H-5a), 4,26 (ddo, 1H, H-4a), 4,14 (bd, 1H, Ja4 = 2,6 Hz, H-4s),

4,03 (pt, TH, H-2c), 4,01 (dd, 1H, J23 = 3,3 Hz, H-20), 3,92 (bdd, 1H, J2.3 = 10,6 Hz, H-28), 3,87 (dd, 1H, Ja = 9,8 Hz,

H-3¢), 3,82 (dd, 1H, H-3g), 3,80-3,64 (m, 6H, H-30, H-3a, H-6as, H-6bs, H-5¢, H-5¢), 3,62-3,47 (m, 4H, H-5s, H-5p,
33
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OCHzpr, H-24), 3,47-3,33 (m, 4H, OCHzpr, H-4p, H-4c, H-4c), 2,10 (s, 3H, CHaacac), 2,06 (s, 3H, CHaac2c), 1,98 (s, 3H,
CHanwac), 1,52 (psex, 2H, J = 7,0 Hz, CHzer), 1,23-1,15 (m, 9H, H-6p, H-6¢, H-6¢), 0,83 (t, 3H, J = 7,4 Hz, CHapr).

13C RMN (D20), 6 174,5 (NHCO), 173,4 (COacac), 173,1 (COac2c), 171,6 (C-6a), 104,3 (C-14), 102,6 (C-18), 99,9 (C-
1p), 99,1 (C-1¢), 98,5 (C-1¢), 79,8 (C-38), 78,8 (C-20), 76,4 (C-44), 76,2 (C-2c), 74,5 (C-58), 72,9 (2C, C-3c, C-54), 72,6
(C-3a), 72,3 (C-2¢), 72,2 (C-4c), 71,8 (C-4o), 70,9 (C-4c), 69,7-68,7 (6C, C-3p, OCHzpr, C-2a, C-5¢;, C-50, C-5¢), 68,5
(C-3¢), 67,5 (C-4s), 60,8 (C-68), 51,5 (C-28), 22,3 (CHanrac), 21,9 (CHzrr), 20,5, 20,3 (2C, CHanc), 16,6-16,4 (3C, C-6p,
C-6c, C-6c), 9,8 (CHary).

HRMS (ESI¥): m/z 984,3530 (calculado para CasHssNOzsNa [M+Na]*: miz 984,3530).
HPLC (215 nm): Rt = 13,2 min.

Propil  4-O-acetil-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-a-L-ramnopiranosil-(1—4)-acido  3-D-galactopiranosilurénico-(1—3)-2-
acetamido-2-desoxi-B-D-galactopiranosil-(1—2)-3- O-acetil-a-L-ramnopirandsido (XIX").

'H RMN (D20), 5 5,24 (d, 1H, J12 = 1,3 Hz, H-10), 4,93 (dd, 1H, J2.3 = 3,0 Hz, Js.4 = 10,0 Hz, H-3c), 4,86 (do, 1H, Ji1.2 =
1,7 Hz, H-1¢), 4,85 (do, TH, Ji2 = 1,7 Hz, H-1c), 4,75 (t, 1H, Js.a = Jas = 9,9 Hz, H-4c), 4,41 (d, 1H, J12 = 7,8 Hz, H-
14), 4,38 (d, TH, J1.2 = 8,3 Hz, H-18), 4,21 (bs, 2H, H-4a, H-54), 4,11 (d, 1H, Js.4 = 3,0 Hz, H-4g), 4,01 (dd, 1H, 3 =2,7
Hz, H-2c), 3,97 (ddpo, TH, J3 = 3,5 Hz, H-2¢), 3,96 (ddpo, 1H, H-20), 3,88 (ddpo, 1H, Jo3 = 11,0 Hz, H-28), 3,85 (ddpo,
1H, Jo3 = 3,4 Hz, Jsa = 9,9 Hz, H-3¢), 3,79-3,69 (m, 4H, H-3a, H-3s, H-3p, H-5¢), 3,68-3,62 (m, 3H, H-5¢, H-6as, H-
6bg), 3,56-3,47 (m, 4H, H-5p, OCHzpr, H-24, H-58), 3,40 (t, J34 = Jas = 9,7 Hz, H-4c), 3,39 (dtpo, 1H, J = 6,3 Hz, J=9,8
Hz, OCHzer), 3,41 (pt, 1H, Js.4 = Jas = 9,8 Hz, H-4p), 2,06 (s, 3H, CHaac), 2,03 (s, 3H, CHaac), 1,94 (s, 3H, CHanka),
1,49 (sex, 2H, J= 7,1 Hz, CHzrr), 1,17 (d, 3H, Jss = 6,3 Hz, H-6¢), 1,19 (d, 3H, Js¢ = 6,2 Hz, H-6p), 1,03 (d, 3H, Js6 =
6,2 Hz, H-6¢), 0,79 (t, 3H, J = 7,4 Hz, CHapr).

99,7 (C-1p), 99,3 (C-1c), 79,8 (C-3s), 78,6 (C-20), 76,2 (2C, C-2c, C-4a), 74,6 (C-58), 73,8 (C-4c), 73,2 (C-5a), 73,7
(2C, C-3c, C-34), 71,8 (C-4p), 69,9-69,2 (5C, C, C-2¢,, C-4c, C-2a, C-30, OCHzrr), 68,4 (C- D) 68,1 (C-5c), 67,5 (C
3c), 66,8 (2C, C-4s, C-5¢), 60,7 (C-68), 51,2 (C-28), 22,3 (CHankac), 21,9 (CHzer), 20,5, 20,4 (2C, CHsac), 16,5, 16,4
(3C, C-6p, C-6¢, C-6¢), 9,7 (CHapy).

13C RMN (D20), 5 174,5 (NHCO), 173,7, 173,4 (2C, COnc), 171,6 (C-6a), 104,3 (C-1a), 102,5 (C-18,), 102,4 (C-1c),
(

Propil a-L-ramnopiranosil-(1—2)-a-L-ramnopiranosil-(1—4)-acido B-D-galactopiranosilurénico-(1—3)-2-acetamido-2-
desoxi-B-D-galactopiranosil-(1—2)-a-L-ramnopiranésido (XX).

"H RMN (D20), 55,28 (d, 1H, J12 = 1,4 Hz, H-1p), 4,90 (d, 1H, Ji2 = 1,5 Hz, H-1c), 4,88 (d, 1H, J12 = 1,6 Hz, H-1c),
4,63 (d, 1H, Ji2 = 8,4 Hz, H-1g), 4,45 (d, 1H, J12 = 7,9 Hz, H-1a), 4,34 (d, 1H, Jas = 1,1 Hz, H-5), 4,28 (dd, 1H, Js.4 =
2,9 Hz, H-4a), 4,16 (d, 1H, Js4 = 3,2 Hz, H-4g), 4,01 (dd, 1H, Je3 = 3,2 Hz, H-2p), 4,00-3,93 (m, 3H, H-28, H-2¢, H-2¢),
3,83-3,67 (m, 7H, H-3a, H-3s, H-3¢, H-3c, H-6as, H-6bs, H-3p), 3,66-3,49 (m, 6H, H-5¢, H-5¢,, H-58, OCHzer, H-5p, H-
24), 3,43 (dt, 1H, J = 6,3 Hz, J = 9,8 Hz, OCHzry), 3,37 (pt, 1H, Ja4 = Jus = 9,8 Hz, H-4p), 3,36 (pt, 1H, Js.a= Jus= 9,7
Hz, H-4c), 3,27 (pt, 1H, Ja4 = Jas = 9,6 Hz, H-4c), 1,96 (s, 3H, CHantac), 1,53 (psex, 2H, CHzer), 1,21-1,16 (m, 9H, H-
6¢, H-6c;, H-6p), 0,83 (t, 3H, J= 7,5 Hz, CHapy).

13C RMN (D20), 5 175,0 (NHCO), 171,6 (C-6a), 104,5 (C-1a, 'Jon = 163,1 Hz), 102,7 (C-1s, 'Jon = 163,1 Hz), 102,1
(C-1c, "don = 171,3 Hz), 100,0 (C-1p, "Jon = 175,3 Hz), 98,5 (C-1c, "Jon = 174,0 Hz), 80,4 (C-3s), 78,5 (C-2c), 78,3 (C-
20), 76,3 (C-4a), 74,7 (C-58), 72,9 (C-54), 72,6 (C-34), 72,3 (C-4c), 72,1, 71,9 (2C, C-4p, C-4c), 70,1 (C-2c), 70,0 (2C,
C-3c, C-3c), 69,8 (C-2a), 69,7 (C-3p), 69,6 (OCHzrr), 69,3 (C-5p), 69,0 (C-5¢), 68,6 (C-5¢), 67,7 (C-4s), 60,9 (C-68),
51,6 (C-28), 22,4 (CHanwac), 21,9 (CHzey), 16,7-16,5 (3C, C-6p, C-6¢, C-6¢), 9,8 (CHapy).

HRMS (ESI*): m/z 900,3400 (calculado para CssHseNO24Na [M+Na]*: miz 900,3325).
HPLC (215 nm): Rt= 10,7 min.
B. Estrategia sintética convergente

La sintesis convergente se refiere a un proceso mediante el cual la elongacion de la cadena comprometida para
obtener el objetivo de oligo-polisacarido involucra bloques de construccién predefinidos que comprenden, al menos
en parte, mas de un residuo. Los bloques de construccién de interés incluyen aceptores (que llevan el residuo de la
cadena terminal "reductora"), donantes (que llevan el residuo de la cadena terminal no reductora) o donantes que
actlan como aceptores potenciales (disefiados para permitir el desenmascaramiento selectivo del grupo hidroxilo
involucrado en el siguiente paso de glucosilacion), que a menudo se utilizan repetidamente en la sintesis de objetivos
mayores de 1 unidad de repeticion, preferentemente méas de 2 unidades de repeticion. Los bloques de construccion
seleccionados se combinan en un orden predeterminado. Las estrategias convergentes se utilizan ventajosamente,
por un lado, para alcanzar objetivos de oligo- polisacaridos que comprenden mas de una unidad de repeticién y, por
otro lado, para evitar glucosilaciones dificiles en una etapa avanzada. La necesidad de rutas altamente convergentes
hacia oligo- y polisacaridos sintéticos que imiten fragmentos grandes del O-Ag de SF6, SF6a y/o E. coli 0147 (hasta
10 unidades de repeticion), nos llevé a disefiar un conjunto de bloques de construccién (ver Tabla ), cuya combinacién
proporciona un acceso, en teoria, a los objetivos requeridos. Ventajosamente, los bloques de construccién
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seleccionados tienen en cuenta la diversidad tanto de los residuos de la cadena final como de la longitud de la cadena
dentro de los fragmentos O-Ag de interés. En la busqueda de la eficiencia, se disefaron segin una desconexion en el
enlace B-C.

Sintesis de bloques de construccién seleccionados que se muestran en la Tabla | a partir de intermedios clave

Un logro importante es que todos los bloques de construccion seleccionados derivan de precursores comunes
disefados a propésito. En particular, disacarido (HO)2-AB (241) y donantes de ramnosilo protegidos en la posicion 3
en forma de un para-metoxibenciléter (43, 119, 166) fueron identificados como intermedios importantes.

Disacarido AB como plantilla:como se ve en el esquema 6, tras un ajuste apropiado que abarque la
oxidacion/bencilacion controlada de su grupo hidroxilo primario libre, el diol clave 241 se convierte en el aceptor HO-
AB 242. Por un lado, enmascarar los 4a-OH del ultimo seguido de la desalilacién/activacion anomérica apropiada del
intermedio completamente protegido 244, proporcionados los donantes Utiles AB-TCA y AB-PTFA (246, 247), via
hemiacetal 245. Por otro lado, el aceptor 242 se glucosil6 eficientemente en la posicion 44, para dar el trisacarido 277,
que se convirtié en el correspondiente donante DAB-PTFA (283). La delevulinoilacion selectiva del 277 protegido
totalmente, y posterior glucosilacién en el 2p-OH dio el tetrasacarido 279, que se convirti6 ventajosamente en
el aceptor HO-CDAB (280) y al donante CDAB-PTFA (284), después de la manipulacién apropiada del grupo protector.

HO OF Bno BN LevOcopn  BnO FB
o) 0
BnO & \_0 &O: OAll BnO-\ L_:‘l 0.\ ‘:‘% LOAIl
GBn NHCOCCI OBn NHCOCCI
241 2 244 ?

W I

AB-PTFA
0B
HOCOZBOn B BN LeVOCOZBn Bno $BN /// 247
o]
BnO o] oAl BnO 2 e} S .oH
oBn NHCOCCly 08n NHCOCCls
242 245 SR AR
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lu LevO 0,8 Bno BN
0 o}
B oLev BnO 0 OPTFA
OBn NHCOCCI
B"OIVIe 0 3
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;77 ? BnO o] S, ,.0TCA
OBn NHCOCCly
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Esquema 6

Donantes de ramnosilo C como intermedios principales: como se ve en el esquema 7, cuando se hace reaccionar con
el aceptor conocido alil 3,4-di-O-bencil-a-L-ramnésido (D),?°! el donante de tricloroacetimidato 43 dio el ramnobidsido
completamente protegido 47, que se convirti6 facilmente en el aceptor correspondiente 48, tras el
desenmascaramiento selectivo de OH-2c en condiciones de transesterificacion. Alternativamente, cuando un aceptor
apropiado HO-DA se utiliza en lugar del ramnésido D mencionado anteriormente, para acoplamiento a los donantes
C-TCA (119) o C-PTFA (166), el trisacarido CDA totalmente protegido se aisla con rendimientos superiores al 90% vy,
a continuacion, se puede convertir facilmente al aceptor HO-CDA (169), tras hidrazindlisis controlada del éster de
levulinoilo en la posicion 2c en un medio tamponado. De manera similar, cambiar el aceptor HO-DA mencionado
anteriormente por un aceptor HO-DAB adecuado en la reaccion de glucosilacién, permitié la elongacion de la cadena
en el Ultimo para dar el tetrasacarido CDAB completamente protegido (279), que se convirtié ventajosamente en
el aceptor HO-CDAB (280) o al donante CDAB-PTFA (284), como ya fue mencionado.
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Esquema 7

Protocolos sintéticos y caracterizacion de intermedios clave y todos los bloques de construccion novedosos
enumerados en la Tabla 1.

Fenil 3,4,6-tri-O-bencil-2-desoxi-2-tricloroacetamido-1-tio-B-D-galactopirandsido (24).

Una solucién de tioglucésido 21189 (5,00 g, 9,21 mmoles) en MeOH anhidro (100 ml) se traté con MeONa (0,5 M en
MeOH, 311 pl, 1,44 mmoles). La solucion se agité durante 2 h a ta en atmésfera de Ar. La reaccion se inactivd con
resina Dowex-H*. La resina se filtrd y el filtrado se evaporé. Se afadieron sucesivamente bromuro de bencilo (6,6 ml,
55,3 mmoles, 6,0 equiv.) y NaH (60% en aceite, 2,21 g, 55,3 mmoles, 6,0 equiv.) a una solucién del triol en bruto en
DMF anhidro (74 ml) enfriada a -10°C. La mezcla se agit6 en atmésfera de Ar manteniendo la temperatura por debajo
de 0°C. Después de 1,5 h, la reaccién se inactivé con la cantidad minima de MeOH. La mezcla de reaccién se diluyé
con EtOAc y se lav6 con agua y salmuera. La fase organica se secd sobre Na2SO4 anhidro, se filtr6 y se concentro.
El residuo se purificd mediante cromatografia ultrarrapida (Tol/EtOAc 98:2 a 95:5) para dar el derivado de tri-O-bencilo
objetivo (24, 4,90 g, 77%), como un sélido blanco.

'H RMN (CDCls), 6 7,56-7,22 (m, 2H, Har), 7,40-7,20 (m, 18H, Har), 6,84 (d, TH, Jnn,2= 7,5 Hz, NH), 5,30 (d, 1H, Ji 2=
10,2 Hz, H-1), 4,90 (d, 1H, J= 11,4 Hz, Han), 4,68 (d, 1H, J= 11,2 Hz, Han), 4,58 (d, 1H, Hgn), 4,54 (d, 1H, Haen), 4,53
(d, 1H, J=11,8 Hz, Hgn), 4,48 (d, 1H, Hen), 4,28 (dd, 1H, J23=10,5 Hz, J34 = 2,7 Hz, H-3), 4,09 (d, 1H, H-4), 3,94 (pdt,
1H, H-2), 3,78-3,68 (m, 3H, H-5, H-6a, H-6b).

3C RMN (CDCls), 5 161,7 (NHCO), 138,4, 137,8, 137,3 (3C, Cwvar), 132,8 (2C, Car), 132,2 (Cwv ar), 130,0-127,6 (18C,
Car), 92,5 (CCls), 84,3 (C-1), 78,2 (C-3), 77,6 (C-5), 74,5, 73,6 (2C, Cen), 72,4 (C-4), 72,3 (CBn), 68,4 (C-6), 53,7 (C-
2).

HRMS (ESI*): m/z 708,1128 (calculado para CssHz4CIsNOsSNa [M+Na]*: miz 708,1121).

N-feniltrifluoroacetimidato de 3,4,6-Tri-O-bencil-2-desoxi-2-tricloroacetamido-a/B-D-galactopiranosilo (181).

El hemiacetal (1,85 g, 3,11 mmoles), obtenido a partir del tioglucésido 24, se disolvié en acetona (31 ml). Se afadieron
cloruro de N-(fenil)trifluoroacetimidoilo (1,29 g, 6,22 mmoles) y Cs2COs (1,12 g, 3,42 mmoles, 1,1 equiv.) a la solucion.
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La mezcla se agit6 durante 4 h a ta. La mezcla de reaccién se filtr6 y se concentrd. El residuo se purificé por
cromatografia ultrarrdpida (Chex/EtOAc 85:15 a 7:3 + 1% de EtsN) para dar N-feniltrifluoroacetimidato 181 (2,10 g,
88%) como un aceite de color amarillo claro.

'H RMN (CDCls),  7,61-7,09 (m, 18H, Har), 6,77 (d, 2H, J= 7,6 Hz, Ha:), 6,48 (do, 1H, Ju2 = 7,7 Hz, NH), 6,47 (bso,
1H, H-1), 4,97 (d, 1H, J= 11,4 Hz, Han), 4,76 (dpo, 1H, J= 11,9 Hz, Hen), 4,73 (m, 1H, H-2), 4,64 (d, 1H, Han), 4,57-4,48
(m, 3H, Han), 4,20 (bs, 1H, H-4), 4,07 (pt, 1H, H-5), 3,88 (dd, 1H, J23 = 11,0 Hz, Js.4 = 1,4 Hz, H-3), 3,72 (pt, 1H, Js.6a =
7,8 Hz, H-6a), 3,62 (dd, 1H, Jseo = 5,7 Hz, Jsa,e0 = 9,1 Hz, H-6b).

13C RMN (CDCls), 5 161,8 (NHCO), 143,1, 138,0, 137,7, 137,0 (4C, Civ a)), 129,4-119,3 (20C, Ca), 94,3 (C-1, 'Jom =
162,9 Hz), 92,3 (CCls), 75,5 (C-3), 74,8, 73,7 (2C, Cen), 72,5 (C-5), 71,6 (C-4), 71,3 (Cen), 68,1 (C-6), 50,6 (C-2).

Alil 4-O-bencil-3-O-para-metoxibencil-a-L-ramnopiranésido (9).?61 Se afadié Bu2SnO (37,2 g, 149,5 mmoles, 1,1
equiv.) a una solucion del conocido alil 4-O-bencil-a-L-ramnopirandsido®'! (40,0 g, 135,8 mmoles) en tolueno anhidro
(1,1 L). La mezcla se agit6 durante 5 h a reflujo utilizando un aparato "Dean-Stark" y posteriormente se concentr6 a
presioén reducida para dar una solucion 0,4 M. Después de enfriar a ta, se afiadieron sucesivamente CsF seco (21,05
g, 138,6 mmoles, 1,0 equiv.), TBAI seco (65,25 g, 175,6 mmoles, 1,3 equiv.) y PMBCI (20,3 ml, 149,5 mmoles, 1,1
equiv.). La mezcla de reaccién se agitd durante 5 h a reflujo, momento en el que la monitorizacién por TLC
(Chex/EtOAc 6:4) mostro la conversién del material de partida (rf = 0,22) en un producto menos polar mayoritario (rf =
0,51). La temperatura se redujo a 0°C, las sales se eliminaron por filtraciéon (lavado con tolueno) y los compuestos
volétiles se evaporaron a presién reducida. El residuo se purific6 mediante cromatografia ultrarrdpida (Chex/EtOAc
9:1 a 7:3) para dar el aceptor 9 (48,1 g, 81%) como un aceite de color amarillo anaranjado. Los datos analiticos fueron
como se describe. 8]

Tricloroacetimidato de 2-O-benzoil-4- O-bencil-3-O-para-metoxibencil-a-L-ramnopiranosilo (43).

El hemiacetal (7,89 g, 16,49 mmoles) obtenido del conocido glucésido de alilo 9,128 benzoilado en la posicién 2, se
disolvio en DCE (25 ml). Se anadieron tricloroacetonitrilo (6,6 ml, 66,0 mmoles) y DBU (616 pl, 4,12 mmoles) y la
solucion se agit6é en atmdsfera de Ar a ta durante 30 min. La mezcla se purificé directamente mediante cromatografia
ultrarrapida (Chex/EtOAc 8:2 + 1% de EtsN) para dar donante 43 (9,71 g, 95%) como un aceite amarillo.

"H RMN (CDCl3), 88,70 (s, 1H, NH), 8,13-6,81 (m, 14H, CHar), 6,33 (d, 1H, J1 2= 1,9 Hz, H-1), 5,73 (dd, 1H, H-2), 4,95
(d, 1H, J= 11,1 Hz, Hgn), 4,76 (d, 1H, J= 11,1 Hz, Hrus), 4,68 (d, 1H, Hen), 4,57 (d, 1H, Heus), 4,11 (dd, 1H, Jo3 = 3,3
Hz, J34 = 9,6 Hz, H-3), 4,03 (dq, 1H, Jas = 9,6 Hz, H-5), 3,80 (s, 3H, CHapws), 3,64 (pt, 1H, H-4), 1,41 (d, 3H, Jse= 6,0
Hz, H-6).

13C RMN (CDCls), 5 165,8 (CO), 160,2 (C=NH), 159,4 (Civeu), 138,2 (Civen), 133,3 (Cez), 130,0 (Civeus), 129.9, 129.7,
128,5, 128,4, 128,3, 127,8, (12C, 11Car, Civez), 113,8 (2C, Carpue), 95,4 (C-1), 90,9 (CCls), 79,3 (C-4), 77,0 (C-3), 75,5
(Cen), 71,4 (Cpui), 70,8 (C-5), 68,2 (C-2), 55,2 (CHapus), 18,2 (C-6).

Alil  (2-O-benzoil-4-O-bencil-3-O-para-metoxibencil-a-L-ramnopiranosil)-(1—2)-3,4-di- O-bencil-a-L-ramnopiranésido
(47).

Una mezcla del conocido aceptor de alil 2,4-di-O-bencil-a-L-ramnésido/?®! (3,00 g, 7,81 mmoles), donante 43 (5,84 g,
9,37 mmoles) y MS 4A en polvo (6,0 g) en tolueno anhidro (78 ml) se agité a temperatura ambiente en atmoésfera de
Ar durante 1 h. La suspension se enfrié a -40°C y se anadié TMSOTf (71 ul, 0,39 mmoles). La mezcla de reaccion se
agité durante 20 min a esta temperatura y se afiadié EtsN para inactivar la reaccién. La suspension se filtré y el filirado
se concentr6 a sequedad. El residuo se purificé por cromatografia ultrarrdpida (Chex/EtOAc 9:1) para dar el
disacarido 47 (6,30 g, 95%) como un aceite amarillo.

'H RMN (CDCls), & 8,13-8,08 (m, 2H, Ha), 7,62 (m, 1H, Har), 7,53-7,47 (m, 2H, Har), 7,37-7,15 (m, 17H, Ha)), 6,83-6,78
(m, 2H, Haeus), 5,89 (m, 1H, CH=ai), 5,77 (dd, 1H, H-2c), 5,27 (m, 1H, Jrans = 17,2 Hz, Jyem = 1,6 Hz, =CHzai), 5,20
(m, 1H, Jeis = 10,5 Hz, = CHaai), 5,14 (d, 1H, J12 = 1,8 Hz, H-1c), 4,93 (d, 1H, J= 10,9 Hz, Han), 4,92 (d, 1H, J= 10,9
Hz, Hen), 4,80 (d, 1H, Ji 2= 1,7 Hz, H-10), 4,78 (d, 1H, J= 11,0 Hz, Han), 4,71 (bs, 2H, Hen), 4,67 (d, 1H, J= 10,9 Hz,
Hen), 4,63 (d, 1H, J = 10,9 Hz, Han), 4,54 (d, 1H, J = 11,0 Hz, Hgx), 4,15 (m, 1H, Hai), 4,08 (dd, 1H, Je3 = 3,2 Hz, J3.4=
9,3 Hz, H-3c), 4,05 (dd, 1H, Ja= 2,9 Hz, H-2p), 3,99-3,86 (m, 3H, Hai, H-30, H-5¢), 3,76 (s, 3H, CHaews), 3,73 (dq,
1H, Jas = 9,2 Hz, Jss = 6,2 Hz, H-5p), 3,54 (pt, 1H, Jas = 9,4 Hz, H-4c), 3,48 (pt, 1H, Jsa = 9,4 Hz, H-4p), 1,36 (d,
3H, Jss = 6,2 Hz, H-6¢), 1,32 (d, 3H, H-60).

13C RMN (CDCla) parcial, 5 165,5 (COgz), 159,2 (Civeus), 113,7 (2C, Carpws), 99,4 (C-1c, 'don = 171,0 Hz), 97,9 (C-
1p, 'Jer = 170,0 Hz), 55,2 (CHspug).

HRMS (ESI*): mlz 867,3601 (calculado para Cs1Hs6O11Na [M+Na]*: mlz 867,3720).
Alil (4-O-bencil-3-O-para-metoxibencil-a-L-ramnopiranosil)-(1—2)-3,4-di- O-bencil-a-L-ramnopirandsido (48).

Una solucion de disacarido 47 (6,27 g, 7,42 mmoles) en MeOH anhidro (74 ml) se traté con MeONa metanélico 0,5 M
(7,4 ml, 3,7 mmoles) a 60°C. La mezcla se agité a esta temperatura en atmdsfera de Ar durante 3 h, luego a ta durante
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16 h. La mezcla de reaccion se neutralizd6 mediante la adicion de resina Dowex-H*. La suspensién se filtro y los
compuestos volatiles se evaporaron. El residuo se purificé por cromatografia ultrarrapida (Tol/EtOAc 8:2) para dar
aceptor 48 (5,2 g, 94%) como una espuma blanca.

'H RMN (CDCls), & 7,39-7,27 (m, 17H, Ha), 6,91-6,87 (m, 2H, Hawi), 5,88 (m, 1H, CH=a1), 5,27 (m, 1H, Jrans = 17,2
Hz, Jgem = 1,6 Hz, =CHaai), 5,19 (m, 1H, Jeis = 10,4 Hz, =CHaai), 5,09 (d, 1H, Ji2 = 1,5 Hz, H-1c), 4,89 (d, 2H, J= 11,0
Hz, Hen), 4,78 (d, 1H, Ji2 = 1,7 Hz, H-10), 4,71 (d, 1H, J= 11,6 Hz, Han), 4,67 (bso, 2H, Han), 4,66 (d, 1H, J= 11,6 Hz,
Hen), 4,65 (dpo, 1H, J=11,3 Hz, Hen), 4,63 (d, 1H, J= 10,9 Hz, Hsx), 4,17-4,10 (m, 2H, Hai, H-2c), 4,05 (dd, 1H, Jo3 =
2,9 Hz, H-20), 3,98-3,86 (m, 3H, H-3c, Hai, H-30), 3,82 (dq, 1H, Jus = 9,6 Hz, Jss = 6,2 Hz, H-5¢), 3,80 (s, 3H, CHarw),
3,71 (dq, 1H, Jas = 9,4 Hz, Jss = 6,2 Hz, H-50), 3,46 (ptpo, 1H, J3.4 = 9,3 Hz, H-4c), 3,41 (pt, 1H, Ja.4 = 9,7 Hz, H-4p),
2,46 (d, 1H, Jowz2 = 1,8 Hz, OH-2c), 1,32 (d, 3H, H-6p), 1,31 (d, 3H, H-60).

13C RMN (CDCls) parcial, 6 159,4 (Civems), 114,0 (2C, Carpms), 100,7 (C-1c, 'Jon = 171,7 Hz), 98,0 (C-1p, 'Jon = 170,1
Hz), 55,2 (CHapwms).

HRMS (ESI*): mlz 763,3458 (calculado para C44Hs2010Na [M+Na]*: mlz 763,3449).
Tricloroacetimidato de 4-O-bencilo-2- O-levulinoil-3- O-para-metoxibencil-a/B-L-ramnopiranosilo (119).

El hemiacetal (10,0 g, 21,16 mmoles) obtenido del conocido glucdsido de alilo 9,?%1 levolinoilado en la posicién 2, se
disolvié en DCE anhidro (42 ml) y se agit6 en atmésfera de Ar. Se anadieron tricloroacetonitrilo (10,6 ml, 105,8 mmoles)
y DBU (0,95 ml, 6,3 mmoles) a ta. La mezcla de reaccion se purific6 como tal mediante cromatografia ultrarrapida
(Chex/EtOAc 7:3 a 1:1 + 1% de EtsN) para dar una mezcla o/p 7,5:1 de tricloroacetimidato. 119 (12,66 g, 97%) como
un aceite de color amarillo claro (relacion o/ 7,5:1).

'H RMN (CDCls), 5 8,67 (s, 1H, NH), 7,41-7,26 (m, 7H, Ha/), 6,89-6,84 (m, 2H, J= 8,7 Hz, Harus), 6,19 (d, 1H, Ji2 =
1,9 Hz, H-1), 5,47 (dd, 1H, Je3 = 3,3 Hz, H-2), 4,94 (d, 1H, J= 10,9 Hz, Hsn), 4,66 (d, 1H, J= 10,9 Hz, Han), 4,65 (d, 1H,
Hen), 4,51 (d, 1H, Han), 3,98 (dd, 1H, Js.4 = 9,6 Hz, H-3), 3,94 (dq, 1H, Jas = 9,4 Hz, H-5), 3,82 (s, 3H, CHspwi), 3,50
(pt, 1H, H-4), 2,84-2,72 (m, 4H, CHaiev), 2,22 (s, 3H, CHaiev), 1,36 (d, 3H, Jse= 6,2 Hz, H-6).

13C RMN (CDCls), & 206,3 (COwv), 171,9 (COzev), 160,1 (C=NH), 159,4 (Civarrms), 138,1 (Civar), 130,0-127,9 (8C, 7Car,
Civarus),), 113,8 (2C, Careus), 95,1 (C-1), 90,8 (CCls), 79,2 (C-4), 76,6 (C-3), 75,6 (Can), 71,5 (Crue), 70,7 (C-5), 67,8
(C-2), 55,3 (CHapwi), 38,0 (COCHziev), 29,9 (CHaiev), 28,1 (CO2CHziev), 18,0 (C-6).

N-feniltrifluoroacetimidato de 4-O-bencilo-3-O-para-metoxibencil-2- O-levulinoil-a/B-L-ramnopiranosilo (166).

El hemiacetal (5,0 g, 10,58 mmoles) obtenido del conocido glucosido de alilo 9,129 levulinoilado en la posicién 2, se
disolvi6 en acetona (36 ml). Se afadieron cloruro de N-(fenil)trifluoroacetimidoilo (4,39 g, 21,2 mmoles) y Cs2COs (3,79
g, 11,6 mmoles) a la solucion. La mezcla se agité durante 4 h a ta. La mezcla de reaccion se filtr6 y se concentr6. El
residuo se purifico mediante cromatografia ultrarrapida (Chex/EtOAc 9:1 a 7:3 + 1% de EtsN) para dar una mezcla o/
5:1 de N-feniltrifluoroacetimidato 166 (6,70 g, 98%) como un aceite de color amarillo claro.

'H RMN (CDCls), 5 7,42-6,81 (m, 14H, Ha), 6,17 (bs, 1H, H-1), 5,46 (bs, 1H, H-2), 4,94 (d, 1H, J= 10,6 Hz, Han), 4,70-
4,62 (m, 2H, Hen), 4,53 (d, 1H, J = 10,6 Hz, Hsx), 3,98 (dd, 1H, Jo3 = 3,3 Hz, Js.4 = 9,6 Hz, H-3), 3,90 (dq, 1H, Jus = 9,1
Hz, Jss = 6,1 Hz, H-5), 3,83 (s, 3H, CHapui), 3,49 (pt, 1H, H-4), 2,82-2,69 (m, 4H, CHziev), 2,21 (s, 3H, CHaiev), 1,32 (d,
3H, H-6).

13C RMN (CDCls, parcial), 6 206,2 (COiev), 171,8 (COziev), 159,4 (Civarrus), 143,3, 138,1 (2C, Civar), 130,0-119,4 (13C,
12Car, Civarevs), 113,8 (2C, Carpuig), 93,9 (C-1), 79,2 (C-4), 76,9 (C-3), 75,6 (Can), 71,7 (Cewi), 70,4 (C-5), 67,8 (C-2),
55,3 (CHapus), 38,0 (COCHziev), 29,9 (CHaiev), 28,0 (CO2CHziev), 18,0 (C-6).

Alil (2,3-di-O-bencil-B-a-galactopiranosiluronato de bencilo)-(1—3)-4,6-di-O-bencil-2-desoxi-2-tricloroacetamido-3-D-
galactopiranésido (242).

Se anadieron TEMPO (171 mg, 1,10 mmoles) y BAIB (4,41 g, 13,69 mmoles) a una solucion de diol 241 (4,86 g, 5,48
mmoles) en DCM/Hz20 (2:1, 99 ml) agitada vigorosamente a ta. Después de 1,5 h, la reaccién se inactivé mediante la
adicion de una disolucién acuosa al 10% de NaHSOs. La mezcla bifasica se diluyé con DCM y las fases se separaron.
La fase ac. se acidificé con una solucién ac. al 10 % de solucién de HCl y se volvié a extraer dos veces con DCM. Los
extractos organicos combinados se lavaron con salmuera, se secaron pasandolos a través de un filiro separador de
fases y se concentraron. Se anadieron bromuro de bencilo (2,4 ml, 21,9 mmoles, 4,0 equiv.) y KHCO3 (2,12 g, 21,9
mmoles, 4,0 equiv.) al producto intermedio en bruto en DMF seca (82 ml) y la mezcla de reaccion se agité en atmosfera
de Ar durante 16 h. La mezcla de reaccién se diluyé con agua y EtOAc. Las fases se separaron y la fase organica se
lavd con salmuera, se secd sobre Na2SO4 anhidro, se filtr6 y se evapord. El residuo se purific6 mediante cromatografia
ultrarrapida (Tol/EtOAc de 9:1 a 85:15) para dar el uronato de bencilo 242 (4,25 g, 78%) como un s6lido blanco.

"H RMN (CDCls), 5 7,44-7,24 (m, 25H, Ha), 6,86 (d, 1H, Jwz2 = 6,7 Hz, NH), 5,88 (m, 1H, CH=a1), 5,27 (m, 1H, Jrans =
17,3 Hz, Jyem = 1,5 Hz, =CHaai), 5,26 (bs, 2H, Hcozen), 5,18 (m, 1H, Jeis = 10,4 Hz, = CHaai), 5,05 (d, 1H, Ji2 = 8,3 Hz,
H-18), 5,01 (d, 1H, J = 11,8 Hz, Han), 4,79 (d, 1H, J= 11,6 Hz, Han), 4,74 (dpo, 1H, J= 11,9 Hz, Han), 4,73 (bso, 2H, Han),
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4,71 (dpo, 1H, J= 11,9 Hz, Hen), 4,68 (ddpo, TH, Jos = 11,1 Hz, Js.4 = 3,1 Hz, H-3g), 4,52 (dpo, 1H, J = 11,9 Hz, Han), 4,49
(oo, 1H, 12 = 7,7 Hz, H-14), 4,46 (d, 1H, J= 11,9 Hz, Han), 4,39-4,33 (m, 2H, Hai, H-4a), 4,25 (d, 1H, H-4s), 4,12-4,05
(m, 2H, Hai, H-54), 3,76-3,67 (m, 2H, H-28, H-58), 3,67-3,61 (m, 2H, H-2a, H-6as), 3,53 (ddpo, 1H, Jss0 = 5,9 Hz, Jsaso =
10,9 Hz, H-6bs), 3,50 (ddpo, 1H, Jo3 = 9,2 Hz, Js 4= 3,4 Hz, H-3a), 2,32 (bs, 1H, OH-4a).

13C RMN (CDCls) parcial, 8 167,3 (C-6a), 162,1 (NHCO), 103,7 (C-1a), 97,5 (C-18), 92,2 (CCls), 67,1 (Ccozsn).
HRMS (ESI*): m/z 1012,2621 (calculado para Cs2Hs«ClsNO12Na [M+Na]*: miz 1012,2609).

(2,3-di-O-bencil-4-O-levulinoil-B-p-galactopiranosiluronato de bencilo)-(1—3)-tricloroacetimidato de 4,6-di-O-bencil-2-
desoxi-2-tricloroacetamido-a-p-galactopiranosilo (246).

Se afadieron &cido levulinico (1,03 ml, 10,09 mmoles), DCC (1,87 g, 9,08 mmoles) y DMAP (123 mg, 1,01 mmoles) a
una solucioén de uronato 242 (5,00 g, 5,04 mmoles) en DCM anhidro (50 ml). La solucion se agité en atmdsfera de Ar
durante 16 h. La mezcla de reaccion se filtr6 a través de un tapon de Celite®, se diluyé con DCM y se lavo
sucesivamente con una solucién de HCI ac. al 10%, una solucion de NaHCOs sat. ac. y salmuera, se secé pasandola
por un filiro separador de fases y se concentrd. El residuo se purificé mediante cromatografia ultrarrapida (Tol/EtOAc
de 9:1 a 85:15) para dar el disacarido 244 completamente protegido (4,99 g, 91%) como un sélido amarillo claro.

Se disolvio hexafluorofosfato de 1,5-ciclooctadienobis(metildifenilfosfina)-iridio (194 mg, 230 pmoles) en THF anhidro
(60 ml). Se burbujed hidrégeno a través de la solucion durante 15 min y la solucién amarilla resultante se concentrd
hasta sequedad. El residuo se recogié en THF anhidro (92 ml) y se afadi6 una solucién del disacarido 244 totalmente
protegido (4,99 g, 4,58 mmoles) en THF anhidro (92 ml). La mezcla se agité durante 2 h a ta en atmésfera de Ar. Se
afadié una solucién de yodo (2,33 g, 9,16 mmoles) en THF/H20 (4:1, 110 ml) y se prosiguio la agitacién durante 2 h
a ta. La reaccion se inactivd mediante la adicion de una solucion recién preparada de bisulfito de sodio ac. al 10%. La
mezcla se concentrd a 1/3 del volumen a presion reducida y la fase ac. se extrajo tres veces con DCM. Las fases
organicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron pasandolas a través de un filtro separador de fases y se
evaporaron hasta sequedad. El aceite resultante se purificé por cromatografia ultrarrapida (Tol/EtOAc 7:3) para dar el
hemiacetal correspondiente 245 (4,80 g, qqtivo) en una relacion a/p de 6,7:1 como una espuma de color amarillo claro.

Se anadieron sucesivamente tricloroacetonitrilo (193 pL, 1,92 mmoles) y DBU (17 uL, 0,12 mmoles) a una solucién
del hemiacetal resultante (245, 403 mg, 380 umoles) en DCM anhidro (7,7 ml). La mezcla se agit6 durante 30 min a
ta en atmosfera de Ar. Después de la concentracién a 1/3 del volumen (presion reducida, ta), la mezcla de reaccion
se purificé directamente mediante cromatografia ultrarrapida (Chex/EtOAc 7:3 + 1% de EtsN) para dar
tricloroacetimidato 246 (412 mg, 91%) en una relacion o/ de 12:1 como una espuma blanca. El isémero a tenia:

H RMN (CDCls), & 8,74 (s, 1H, =NH), 7,44-7,22 (m, 25H, Ha:), 6,75 (d, 1H, Jn2 = 8,7 Hz, NH), 6,55 (d, 1H, J1.2 = 3,6
Hz, H-18), 5,85 (bdd, 1H, H-44), 5,20 (d, 1H, J= 11,8 Hz, Hcozsn), 5,16 (d, 1H, Hcozen), 5,12 (d, 1H, J= 11,8 Hz, Han),
4,96 (ddd, 1H, J23 = 11,1 Hz, H-28), 4,90 (d, 1H, J = 12,2 Hz, Han), 4,75-4,68 (M, 4H, 3Han, H-1a), 4,60 (bd, 1H, H-4s),
4,50-4,46 (M, 2H, Hen), 4,42 (d, 1H, J= 11,7 Hz, Hen), 4,27 (d, 1H, Jas= 1,2 Hz, H-54), 4,22 (1, 1H, Js6a = Js.60 = 6,4 Hz,
H-58), 4,15 (dd, 1H, Jo3 = 11,0 Hz, J34 = 2,7 Hz, H-3s), 3,65-3,60 (m, 4H, H-6as, H-6bs, H-2a, H-3a), 2,57-2,37 (m, 4H,
CH2Iev), 1,99 (S, 3H, CHSIev),

3G RMN (CDCls) parcial, 8 205,7 (COev), 171,2 (CO2ev), 165,9 (C-64), 161,9 (NHCO), 160,2 (C=NH), 104,5 (C-1a),
95,3 (C-18), 92,3 (CClsconH), 91,0 (CClsconny), 67,7 (Ccozen), 37,8 (CHziev), 29,5 (CHslev), 27,9 (CHztev).

2,3-di-O-bencil-4-O-levulinoil-B-D-galactopiranosiluronato de bencilo-(1—3)-N-feniltrifluoroacetimidato de 4,6-di-O-
bencil-2-desoxi-2-tricloroacetamido-a/B-D-galactopiranosilo (247).

El hemiacetal 245 obtenido del aceptor 242 como se describe anteriormente (5,67 g, 5,40 mmoles) se disolvidé en
acetona (59 ml). Se afnadieron cloruro de N-(fenil)trifluoroacetimidoilo (2,24 g, 10,8 mmoles) y Cs2COs (1,94 g, 5,94
mmoles) y la mezcla se agit6é durante 1,5 h a ta. La mezcla de reaccién se filtré y el filtrado se concentré. El residuo
se purifico por cromatografia ultrarrapida (Chex/EtOAc 8:2 a 7:3 + 1% de EtsN) para dar el donante 247 (5,38 g, 89%)
en una relacién a/f de 13:1 como una espuma blanca.

H RMN (CDCls), 5 7,43-7,22 (m, 27H, Har), 7,10 (m, 1H, Ha), 6,76 (d, 2H, J= 7,6 Hz, Har), 6,72 (d, 1H, JH2 = 8,2 Hz,
NH-2g), 6,52 (bs, 1H, H-18), 5,87 (dd, 1H, Js.4 = 2,8 Hz, Jus = 1,2 Hz, H-4), 5,23 (d, 1H, J= 11,8 Hz, Hcozen), 5,18 (d,
1H, Heozen), 5,07 (d, 1H, J= 11,6 Hz, Hen), 4,89 (d, 1H, J= 12,1 Hz, Hsn), 4,84 (m, 1H, H-28), 4,75 (d, 1H, J= 11,0 Hz,
Hen), 4,73 (dpo, 1H, J= 12,6 Hz, Han), 4,71 (bso, 1H, Hen), 4,69 (d, TH, Ji.2 = 6,0 Hz, H-14), 4,55 (bd, 1H, H-4s), 4,52 (d,
1H, J= 11,7 Hz, Hen), 4,50 (d, 1H, J= 11,0 Hz, Hsn), 4,46 (d, 1H, J= 11,7 Hz, Han), 4,29 (d, 1H, H-54), 4,18-4,12 (m, 2H,
H-58, H-38), 3,68-3,59 (m, 3H, H-6as, H-2a, H-34), 3,54 (dd, 1H, Js6b = 6,3 Hz, Jsaeb = 9,8 Hz, H-6bs), 2,61-2,39 (m,
4H, CH2Iev), 2,00 (S, 3H, CHSIev).

13C RMN (CDCls), 5 205,7 (COkv), 171,3 (COzev), 165,9 (C-6a), 162,0 (NHCO), 143,1, 138,7, 138,1, 138,0, 137,3,
135,0 (6C, Cwvar), 129,0-119,2 (30C, Ca), 104,4 (C-1a), 94,2 (C-18), 92,3 (CCls), 78,6 (C-2), 77,3, 77,2 (2C, C-3s, C-
3n), 75,8 (C-48), 75,0, 74,8, 73,4 (3C, Can), 72,5 (C-5), 72,4 (C-58), 72,2 (Can), 68,9 (C-68), 67,7 (Ccozsn), 67,5 (C-4n),
50,7 (C-28), 37,8 (CHzeev), 29,5 (CHaiev), 27,9 (CHatev).
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Alil (3,4-di-O-bencil-2- O-levulinoil-a-L-ramnopiranosil)-(1—4)-(2,3-di- O-bencil-B-D-galactopiranosiluronato de bencilo)-
(1—3)-4,6-di- O-bencil-2-desoxi-2-tricloroacetamido-f-D-galactopirandsido (277).

Una mezcla de aceptor 242 (7,26 g, 7,32 mmoles), conocido tricloroacetimidato de 3,4-di-O-bencil-2-O-levulinoil-o-L-
ramnopiranosilo®! (5,59 g, 9,52 mmoles) y MS 4A en polvo (10,9 g) en tolueno anhidro (146 ml) se agit6 a ta en
atmoésfera de Ar durante 1 h. La mezcla de reaccién se enfrié a -10°C y se afadié TMSOTf (66 pL, 370 umoles).
Después de 20 min, la reaccion se inactivé con EtsN. Los solidos se filtraron y el filtrado se concentré hasta sequedad.
El residuo se purificd por cromatografia ultrarrapida (Tol/EtOAc 9:1 a 8:2) para dar trisacarido 277 (9,19 g, 89%) como
una espuma blanca.

'H RMN (CDCls), & 7,43-7,10 (m, 35H, Har), 6,90 (d, 1H, Jxn2= 6,7 Hz, NH), 5,89 (m, 1H, CH=n1), 5,46 (dd, 1H, Ji 2=
1,9 Hz, J.4= 3,0 Hz, H-2p), 5,28 (Mo, 1H, Jirans= 17,2 Hz, Jgem = 1,5 Hz, =CHzai), 5,27 (do, 1H, Hcozen), 5,19 (do, 1H, H-
1p), 5,18 (Mo, 1H, Jeis = 10,4 Hz, = CHaai), 5,15 (d, 1H, J= 12,2 Hz, Hcozen), 5,04 (d, 1H, Ji 2= 8,3 Hz, H-18), 4,96 (d,
1H, J= 11,7 Hz, Hen), 4,84 (d, 1H, J= 11,2 Hz, Han), 4,82 (s, 2H, Han), 4,76 (s, 2H, Hen), 4,67 (ddpo, 1H, J23= 10,9
Hz, Jsa = 3,3 Hz, H-38), 4,66 (dpo, 1H, J= 10,9 Hz, Han), 4,58 (d, 1H, J = 11,1 Hz, Han), 4,53 (d, 1H, Ji 2= 7,6 Hz, H-
1a), 4,49-4,44 (m, 2H, Han, H-4a), 4,42 (d, 1H, J = 12,0 Hz, Han), 4,37 (Mpo, 1H, Ha), 4,33 (dpo, 1H, J = 10,7 Hz, Han),
4,24 (bd, 1H, H-4s), 4,13-4,07 (m, 2H, Hai, H-54), 3,95 (d, 1H, J = 10,8 Hz, Han), 3,77 (dqgpo, 1H, Jus = 9,8 Hz, H-5p),
3,77-3,67 (M, 4H, H-3p, H-28, H-2, H-58), 3,60 (dd, 1H, Js6a = 6,6 Hz, Jsaeo = 10,0 Hz, H-6as), 3,52 (dd, 1H, Jo3= 9,7
Hz, Jsa = 2,8 Hz, H-3a), 3,38-3,32 (m, 2H, H-6bs, H-4p), 2,71-2,61 (m, 4H, CHzev), 2,16 (s, 3H, CHaev), 1,33 (d,
3H, Js6 = 6,2 Hz, H-60).

13C RMN (CDCls) parcial, & 206,1 (COim), 171,5 (COziev), 167,0 (C-6), 162,2 (NHCO), 103,9 (C-1a, 'Jor = 163,6 Hz),
98,9 (C-1p, 'JcH = 170,6 Hz), 97,5 (C-18, 'JcH = 163,2 Hz), 92,3 (CCls), 67,4 (Ccozen), 57,0 (C-28), 38,1 (COCHaiev),
29,8 (CHalev), 28,2 (CO2CH2kev).

HRMS (ESI*): m/z 1436,4559 (calculado para C77Hs2ClsNO1sNa [M+Na]*: miz 1436,4495).

(3,4-Di-O-bencil-2- O-levulinoil-a-L-ramnopiranosil)- (1—4)-(2,3-di- O-bencil-B-D-galactopiranosiluronato  de bencilo)-
(1—3)-N-feniltrifluoroacetimidato de 4,6-di- O-bencil-2-desoxi-2-tricloroacetamido-a/B-D-galactopiranosilo (283).

Hexafluorofosfato de 1,5-ciclooctadienobis(metildifenilfosfina)-iridio (91 mg, 0,11 mmoles) se disolvié en THF anhidro
(43 ml) y se burbujed hidrégeno a través de la soluciéon durante 15 min (H-cubo, modo H2 completo). La solucion
amarilla resultante se evapord hasta sequedad. El residuo se recogié en THF anhidro (43 ml) y se vertié en una
solucion de glucésido de alilo 277 (3,05 g, 2,15 mmoles) en THF anhidro (43 ml). La mezcla se agit6 bajo Ar a ta
durante 2 h. Se afadié una solucién de yodo (1,09 g, 4,31 mmoles) en THF/H20 (4:1, 52 ml) y la mezcla se agité
durante 1,5 h a ta. La reaccion se inactivo con bisulfito de sodio ac. al 10%. La mezcla se concentré a 1/3 del volumen
y la fase ac. se extrajo dos veces con EtOAc. Las fases organicas se agruparon, se lavaron con salmuera, se secaron
sobre Na2SO4 anhidro, se filtraron y se concentraron hasta sequedad. El residuo se purific6 mediante cromatografia
ultrarrapida (Tol/EtOAc 7:3) para dar el correspondiente hemiacetal 281 (2,84 g, 96%) como una espuma de color
amarillo claro. (a/B, 7,5:1).

Este hemiacetal (2,74 g, 2,0 mmoles) se disolvi6 en acetona (20 ml). Se afadieron cloruro de N-
(fenil)trifluoroacetimidoilo (827 mg, 3,98 mmoles) seguido de Cs2COs (714 mg, 2,19 mmoles) a la solucién. La mezcla
se agité durante 2 h a ta. Se afadié mas C2COs (649 mg, 2,0 mmoles). Después de 1 h, la mezcla de reaccion se filtrd
y se concentrd. El residuo se purifico por cromatografia ultrarrapida (Chex/EtOAc 65:35 a 6:4 + 1% de EtaN) para dar
una mezcla a/f 7:1 de N-feniltrifluoroacetimidato 283 (3,00 g, 97%) como una espuma de color amarillo claro.

'H RMN (CDCls), & 7,63-7,05 (m, 38H, Hay), 6,74 (d, 2H, J = 7,5 Hz, Ha), 6,68 (d, 1H, Jnz = 8,3 Hz, NH), 6,50 (bs,
1H, H-18), 5,38 (dd, 1H, J12 = 2,0 Hz, J3 = 3,1 Hz, H-20), 5,26 (d, 1H, J = 12,0 Hz, Hcozsn), 5,10 (do, 1H, H-1p), 5,11
(oo, TH, Hcozen), 4,98 (d, 1H, J = 11,6 Hz, Hen), 4,91 (d, 1H, J = 12,2 Hz, Han), 4,86-4,71 (m, 5H, H-28, 4Hgn), 4,64 (d,
1H, J12 = 7,5 Hz, H-1a), 4,55 (d, 1H, J = 11,1 Hz, Hen), 4,53 (d, 1H, J = 11,6 Hz, Hn), 4,48 (dpo, 1H, Js.a = 3,2 Hz, H-
4g), 4,47 (do, 1H, J = 11,7 Hz, Han), 4,45 (bdo, TH, H-4a), 4,41 (d, 1H, J = 12,1 Hz, Hen), 4,23 (d, 1H, J = 10,6 Hz, Han),
4,16 (d, 1H, Jus = 0,8 Hz, H-54), 4,12-4,05 (m, 2H, H-5g, H-3g), 3,81 (d, 1H, J = 10,7 Hz, Hgn), 3,77 (ddpo, 1H, J2.3= 9,5
Hz, H-2a), 3,73 (dqpo, 1H, J15 = 9,6 Hz, H-50), 3,63 (dd, 1H, Jo3 = 3,2 Hz, Js.4 = 9,4 Hz, H-3p), 3,59 (ddpo, 1H, Js4 = 2,7
Hz, H-3a), 3,56 (ddpo, TH, Jsga = 6,7 Hz, Jsaso = 10,3 Hz, H-6as), 3,36 (dd, 1H, Js.so = 5,2 Hz, H-6bs), 3,31 (pt, 1H, H-
4p), 2,71-2,59 (M, 4H, CHziev), 2,15 (s, 3H, CHaiev), 1,30 (d, 3H, Js6= 6,2 Hz, H-6p).

13C RMN (CDCls), 5 206,1 (COkv), 171,4 (COzev), 166,8 (C-64), 161,9 (NHCO), 104,9 (C-14), 99,0 (C-1p), 94,0 (C-1s),
92,3 (CCls), 67,6 (Ccozsn), 38,1 (COCHziev), 29,8 (CHaiev), 28,2 (CO2CHztev).

Alil (4-O-bencil-3-O-para-metoxibencil-2- O-levulinoil-a-L-ramnopiranosil)-(1—2)-(3,4-di- O-bencil-a-L-ramnopiranosil)-
(1—4)-(2,3-di-O-bencil-B-D-galactopiranosiluronato) de bencilo-(1—3)-4,6-di- O-bencil-2-desoxi-2-tricloroacetamido-3-
D-galactopirandésido (XX).

A una solucion del trisacarido completamente protegido 277 (8,84 g, 6,24 mmoles) en piridina anhidra (52 ml) agitada
a 0°C en atmosfera de Ar se anadié gota a gota AcOH (35 ml) seguido de monohidrato de hidracina (1,52 ml, 31,2
mmoles). La mezcla de reaccién se agitdé durante 1 h permitiendo que el bafio de enfriamiento alcanzara la ta. Después
de la adicion de DCM y agua, se separaron las dos fases y la ac. se volvié a extraer dos veces con DCM. Los extractos
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organicos combinados se lavaron con salmuera, se secaron pasandolos a través de un filtro separador de fases y los
compuestos volatiles se evaporaron. El residuo se purific6 mediante cromatografia ultrarrapida (Chex/EtOAc de 75:25
a 7:3) para dar el aceptor correspondiente (7,56 g, 92%) como una espuma blanca.

Una mezcla de este aceptor (7,03 g, 5,34 mmoles), donante de tricloroacetimidato 119 (3,96 g, 6,42 mmoles) y MS 4A
en polvo (10,6 g) en tolueno anhidro (134 ml) se agité a ta en atmosfera de Ar durante 1 h. La mezcla de reaccion se
enfrié a -10°C y se anadié TMSOTf (48 uL, 267 umoles). Después de 30 min, la reaccion se inactivé con EtsN. Los
sélidos se filtraron y el filtrado se concentr6 hasta sequedad. El residuo se purificé por cromatografia ultrarrapida
(Tol/EtOAc 95:5 a 8:2) para dar tetrasacarido 279 (8,66 g, 91%) como una espuma blanca.

'H RMN (CDCl3), & 7,45-7,11 (m, 42H, Ha:), 6,89-6,84 (m, 3H, 2Harrme, NH), 5,88 (m, 1H, CH=a1), 5,49 (dd, 1H, Ji 2=
1,8 Hz, H-2¢), 5,31 (d, 1H, J12= 1,6 Hz, H-1p), 5,26 (dpo, 1H, J= 12,1 Hz, Hcozen), 5,25 (Mpo, TH, Jtrans = 17,2 Hz, Jgem =
1,5 Hz, =CHzai), 5,17 (m, 1H, Jiis = 10,4 Hz, =CH2a1), 5,13 (d, 1H, Hcozsn), 5,03 (d, 1H, Ji2= 8,5 Hz, H-18), 4,97 (dpo,
1H, J = 11,6 Hz, Hgn), 4,96 (bso, 1H, H-1¢), 4,90 (d, 1H, J= 10,9 Hz, Hgn), 4,82 (d, 1H, J= 11,0 Hz, Hgx), 4,79 (dpo,
1H, J= 12,4 Hz, Hgn), 4,77 (bso, 2H, Hgn), 4,68-4,61 (m, 6H, 5Hen, H-38), 4,58 (d, 1H, J= 11,7 Hz, Hgn), 4,49 (d,
1H, J12=7,6 Hz, H-14), 4,47 (d, 1H, J= 11,9 Hz, Hgn), 4,43 (d, 1H, J= 12,1 Hz, Hgn), 4,40 (bd, 1H, H-44), 4,36 (m, 1H,
Han), 4,25 (d, 1H, J3.4= 3,0 Hz, H-48), 4,22 (d, 1H, J= 11,4 Hz, Hgn), 4,14 (d, 1H, J= 11,4 Hz, Hgx), 4,12-4,04 (m, 3H,
Hai, H-2p), 4,04 (d, 1H, Js5 = 0,6 Hz, H-5a), 3,87 (dd, 1H, J23 = 3,2 Hz, J34= 9,1 Hz, H-3c), 3,83 (dq, 1H, J15 = 9,4
Hz, Js6= 6,2 Hz, H-5¢), 3,78 (s, 3H, CHspwms), 3,73-3,63 (m, 5H, H-5p, H-3p, H-2g, H-2a, H-58), 3,61 (dd, 1H, Js.6a= 6,6
Hz, Jsaeb= 10,0 Hz, H-6as), 3,47 (ddpo, 1H, J2,3 = 9,7 Hz, J3.4= 2,7 Hz, H-3a), 3,45 (ptpo, 1H, H-4¢), 3,39 (dd, 1H, Js6b =
5,5 Hz, H-6bs), 3,37 (pt, 1H, H-4p), 2,79-2,66 (m, 4H, CHziev), 2,19 (s, 3H, CHalev), 1,32 (d, 3H, Js6= 6,2 Hz, H-6p), 1,22
(d, 3H, H-6¢).

3G RMN (CDCls) parcial, & 206,1 (COev), 171,7 (COzev), 167,0 (C-64), 162,1 (NHCO), 159,4 (Civarrms), 113,9 (2C,
Carpme), 103,9 (C-1a), 100,7 (C-1¢), 100,2 (C-1p), 97,5 (C-18), 92,3 (CCl3), 67,4 (Ccozen), 55,2 (CHspus), 38,2
(COCHz2kev), 29,8 (CHaev), 28,3 (CO2CH2ev).

HRMS (ESI¥): m/z 1792,6085 (calculado para CesH106ClsNO2sNa [M+Na]*: miz 1792,6119).

(4-O-Bencilo-3-O-para-metoxibencil-2- O-levulinoil-a-L-ramnopiranosil)-(1—2)-(3,4-di- O-bencil-a-L-ramnopiranosil)-
(1—4)-(2,3-di-O-bencil-B-D-galactopiranosiluronato de bencilo)-(1—3)- N-feniltrifluoroacetimidato de 4,6-di-O-bencil-
2-desoxi-2-tricloroacetamido-a/B-D-galactopiranosilo (284).

Se disolvié hexafluorofosfato de ciclooctadienobis(metildifenilfosfina)-iridio (97 mg, 0,11 mmoles) en THF anhidro (46
mL) y se burbuje6 hidrégeno a través de la solucion durante 15 min (H-cubo, modo Hz completo). La solucién amarilla
resultante se evaporé hasta sequedad. El residuo se recogié en THF anhidro (46 ml) y se vertié en una solucion del
glucosido de alilo 279 (4,05 g, 2,29 mmoles) en THF anhidro (46 ml). La mezcla se agité en Ar a ta durante 3,5 h. Se
anadié una solucién de yodo (1,16 g, 4,57 mmoles) en THF/H20 (4:1, 55 ml) y la mezcla se agit6 durante 1,5 h a ta.
La reaccion se inactivd con bisulfito de sodio ac. al 10%. La mezcla se concentr6 a 1/3 del volumen y la fase ac. se
extrajo dos veces con EtOAc. Las fases organicas se agruparon, se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na2SO4
anhidro, se filtraron y se concentraron hasta sequedad. El residuo se purific6 mediante cromatografia ultrarrapida
(Tol/EtOAc 75:25 a 6:4) para dar el hemiacetal correspondiente (3,85 g, 97%) como un sélido amarillo claro (a/B, 5:1).

Este hemiacetal (3,73 g, 2,15 mmoles) se disolvid en acetona (43 ml). Se afadieron cloruro de N-
(fenil)trifluoroacetimidoilo (893 mg, 4,30 mmoles) seguido de Cs2COs (1,40 g, 4,30 mmoles) a la solucién. La mezcla
se agitdé durante 2 h a ta. La mezcla de reaccién se filtrd y se concentré. El residuo se purificd por cromatografia
ultrarrgpida  (Chex/EtOAc 7525 a 64 + 1% de EtsN) para dar una mezcla o/f 5:1 deN-
feniltrifluoroacetimidato 284 (3,66 g, 89%) como una espuma blanca.

'H RMN (CDCls), 5 7,46-7,05 (m, 45H, Har), 6,87-6,82 (m, 2H, Harpuig), 6,77-6,72 (m, 2H, Har), 6,67 (d, 1H, J,2 = 8,3
Hz, NH), 6,50 (bs, 1H, H-18), 5,47 (dd, 1H, Ji2 = 1,9 Hz, &3 = 3,1 Hz, H-2c), 5,27 (so, 1H, H-1p), 5,26 (d, 1H, J = 12,1
Hz, Heozen), 5,11 (d, 1H, Heozen), 5,03 (d, 1H, J = 11,4 Hz, Hen), 4,94-4,85 (m, 3H, 2Hgn, H-28), 4,84-4,72 (m, 4H, 3Han,
H-1c), 4,65 (2do, 2H, J = 11,5 Hz, Han), 4,63-4,55 (m, 4H, 3Han, H-1a), 4,51 (bd, 1H, Jsa= 2,4 Hz, H-4s), 4,50-4,42 (m,
4H, Han), 4,41 (bdpo, TH, Jaa= 3,6 Hz, H-44), 4,13-4,06 (m, 4H, Hen, H-58, H-54, H-38), 4,04 (d, 1H, J = 11,6 Hz, Han),
3,94-3,89 (m, 2H, H-20, H-3c), 3,81 (dq, 1H, Ja5 = 9,4 Hz, Jss= 6,3 Hz, H-5¢), 3,77 (s, 3H, CHapuis), 3,73 (dd, 1H, Ji 2=
7,5 Hz, Joa= 10,0 Hz, H-24), 3,67 (dq, 1H, Jss= 9,4 Hz, Js 6= 6,2 Hz, H-5p), 3,62-3,52 (m, 3H, H-3p, H-6as, H-34), 3,43
3,33 (m, 3H, H-4¢, H-4p, H-6bs), 2,77-2,67 (M, 4H, CHzeev), 2,19 (s, 3H, CHaev), 1,29 (d, 3H, H-6p), 1,20 (d, 3H, H-60).

13C RMN (CDCls) parcial, & 206,1 (COuev), 171,6 (COziev) 166,8 (C-64), 162,0 (NHCO), 159,2 (Civ arpus), 143,1 (C=NPh),
113,7 (2C, Carpug), 105,0 (C-14), 100,1 (C-1p), 99,2 (C-1c¢), 94,3 (C-18), 92,3 (CCls), 67,5 (Ccozen), 55,2 (CHapume), 38,1,
(COCHzIev), 29,8 (CH3lev), 28,2 (CO2CH2Iev).

Alil  (4-O-bencil-3-O-para-metoxibencil-a-L-ramnopiranosil)-(1—2)-(3,4-di-O-bencil-a-L-ramnopiranosil)-(1—4)-(2,3-di-
O-bencil-B-p-galactopiranosiluronato de bencilo)-(1—3)-4,6-di-O-bencil-2-desoxi-2-tricloroacetamido-3-p-
galactopiranésido (280).

AcOH (20 mL), seguido por monchidrato de hidracina (443 L, 9,12 mmoles), se afadieron en gotas a una solucion
de 279 (3,23 g, 1,82 mmoles) en piridina anhidra (30 ml) agitada a 0°C en atmésfera de Ar. La mezcla de reaccion se

43



10

15

20

25

30

35

40

ES2922818 T3

agité durante 1 h permitiendo que el bafo de enfriamiento alcanzara la ta. Después de la adicién de DCM y agua, se
separaron las dos fases y la ac. se volvié a extraer dos veces con DCM. Los extractos organicos combinados se
lavaron con salmuera, se secaron por filtracion a través de un filtro separador de fases y los compuestos volatiles se
evaporaron. El residuo se purificé por cromatografia ultrarrapida (Chex/EtOAc 75:25 a 65:35) para dar el
alcohol 280 (2,87 g, 94%) como una espuma blanca.

"H RMN (CDCls), 6 7,42-7,10 (m, 42H, Har), 6,91-6,87 (m, 2H, J = 8,6 Hz, Hapms), 6,86 (d, 1H, JnHe= 6,8 Hz, NH), 5,88
(m, 1H, CH=au), 5,31 (d, 1H, Ji2= 1,6 Hz, H-1p), 5,26 (dpo, 1H, J= 12,1 Hz, Hcozsn), 5,25 (Mpo, 1H, Jrans = 17,2
Hz, Jgem = 1,5 Hz, =CH2ai), 5,17 (m, 1H, Jis = 10,4 Hz, =CH2a1), 5,13 (d, 1H, Hcozen), 5,03 (d, 1H, Ji 2= 8,5 Hz, H-18),
4,97 (dpo, 1H, J= 11,6 Hz, Hgn), 4,96 (bso, 1H, H-1¢), 4,90 (d, 1H, J= 10,9 Hz, Hgn), 4,82 (d, 1H, J= 11,0 Hz, Hsn),
4,79 (dpo, 1H, J = 12,4 Hz, Hgn), 4,77 (bso, 2H, Hsgn), 4,68-4,61 (m, 6H, 5Hsn, H-38), 4,58 (d, 1H, J = 11,7 Hz, Hgn), 4,49
(d, 1H, J12= 7,6 Hz, H-14), 4,47 (d, 1H, J = 11,9 Hz, Hgn), 4,43 (d, 1H, J = 12,1 Hz, Hgn), 4,40 (bd, 1H, H-44), 4,36 (m,
1H, Hai), 4,25 (d, 1H, J3.4= 3,0 Hz, H-4B), 4,22 (d, 1H, J= 11,4 Hz, Hgn), 4,14 (d, 1H, J = 11,4 Hz, Hgn), 4,12-4,04 (m,
3H, Hai, H-2¢, H-2p), 4,04 (d, 1H, Js5 = 0,6 Hz, H-54), 3,87 (dd, 1H, J23 = 3,2 Hz, J3.4= 9,1 Hz, H-3¢), 3,83 (dq, 1H, Ja5=
9,4 Hz, H-5¢), 3,78 (s, 3H, CHapwms), 3,73-3,63 (m, 5H, H-5p, H-3p, H-28, H-24, H-58), 3,61 (dd, 1H, Js5,6a= 6,6 Hz, Jsa,6b =
10,0 Hz, H-6ag), 3,47 (ddpo, 1H, Jo3= 9,7 Hz, J3.4= 2,7 Hz, H-34), 3,45 (ptpo, 1H, J3,4= 9,3 Hz, Ja5 = 9,4 Hz, H-4c¢), 3,39
(dd, 1H, Jse0 = 5,5 Hz, H-6bs), 3,37 (pt, 1H, H-4p), 2,39 (bs, 1H, OH-2¢), 1,32 (d, 3H, Js6= 6,2 Hz, H-6p), 1,22 (d,
1H, Js6= 6,2 Hz, H-6¢).

13C RMN (CDCls) parcial, 5 167,0 (C-6a), 162,1 (NHCO), 159,4 (Civarms), 113,9 (2C, Carpuig), 103,9 (C-14), 100,7 (C-
1c), 100,2 (C-1p), 97,5 (C-1g), 92,3 (CCls), 67,4 (Ccozsn), 55,2 (CHapms). HRMS (ESI¥): miz 1694,5691 (calculado para
CosH100CIsNO21Na [M+Na]*: miz 1694,5751).

Sintesis convergente de precursores totalmente protegidos a fragmentos de O-antigeno de SF6, SF6a y/o E. coli 0147
usando los bloques de construccion que se muestran en la Tabla 1.

Ejemplos seleccionados:

Pentasacarido protegido ABCDA (248). Aprovechando el disefio de blogues de construccion adecuados, el 248
totalmente protegido se obtiene en un solo paso con alto rendimiento, tras la glucosilacion del aceptor 169 con donante
(Esquema 8).

LeVOCOZBg BnO OBn{J
pmBo, M BnO © o
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TMSOTf, DCM, -78 °C
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Me (0] (' 8RO o
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o)
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OAlI (@] (o]
B”Om% Bnom /Omopm 000255
4 OBn NHCOCCl, Bnok :‘.5 _OAll

OB
HO-CDA 169 AB-PTFA 247 248 "

Esquema 8

Bencil  (2,3-di-O-bencil-4-O-levulinoil-B-p-galactopiranosiluronato  de  bencilo)-(1—3)-(4,6-di- O-bencil-2-desoxi-2-
tricloroacetamido-B-p-galactopiranosil)-(1—2)-(4- O-bencil-3- O-para-metoxibencil-a-L-ramnopiranosil)-(1—2)-(3,4-di-
O-bencil-a-L.-ramnopiranosil)-(1—4)-(2,3-di- O-bencil-B-p-galactopiranosid)uronato de alilo (248).

Una mezcla de aceptor de trisacaridos 169 (2,15 g, 1,81 mmoles), donante de disacéaridos 247 (2,65 g, 2,17 mmoles)
y MS en polvo 4A recién activado (5,4 g) en DCM anhidro (36,2 ml) se agité durante 1 h a ta en atmésfera de Ar, luego
a -78°C. Se anadio TMSOTf (16,4 uL, 91 umoles) y la mezcla de reaccién se agitd a esa temperatura durante 20 min.
La reaccion se inactivé con EtsN. La suspension se filiré y el filtrado se concentrd. El residuo se purificd por
cromatografia ultrarrapida (Tol/EtOAc 95:5 a 85:5) para dar el pentasacarido 248 (3,47 g, 86%) como una espuma
blanca.

'H RMN (CDCl3), 5 7,47-7,43 (m, 2H, Ha), 7,41-7,02 (m, 53H, Hay), 7,16 (m, 1H, Ha), 7,08 (m, 1H, HaJ), 7,03 (d,
1H, JHz2 = 6,8 Hz, NH), 6,82 (d, 2H, J = 8,7 Hz, Harus), 5,98 (m, 1H, CH=a1), 5,82 (bd, 1H, H-4), 5,35 (M, 1H, Jrans =
17,2 Hz, Jyem = 1,6 Hz, =CHaai), 5,27 (d, 1H, J12 = 1,4 Hz, H-10), 5,27-5,19 (m, 4H, H-18, =CHaai, 2Hcozen), 5,18 (dpo,
1H, J = 11,9 Hz, Hoozen), 5,10 (dpo, 1H, J = 12,1 Hz, Hoozsn), 5,08 (d, 1H, J = 11,4 Hz, Hgn), 5,00 (d, 1H, Ji2 = 1,2 Hz,
H-1c), 4,92 (d, 1H, J= 10,9 Hz, Hgn), 4,91 (d, 1H, J= 10,9 Hz, Han), 4,87 (d, 1H, J= 11,7 Hz, Han), 4,82 (d, 1H, J =
11,1 Hz, Hen), 4,80-4,69 (m, 6H, 5Hgn, H-38), 4,66-4,59 (m, 4H, H-1a, 3Hsn), 4,57-4,46 (m, 6H, 5Han, Hai), 4,38-4,33

44



10

15

ES2922818 T3

(m, 3H, H-1a, H-4, H-48), 4,28 (d, 1H, J = 11,8 Hz, Han), 4,22 (d, 1H, Jas= 1,0 Hz, H-54), 4,19 (dpo, 1H, J = 11,7 Hz,
Hen), 4,15 (mo, 1H, Har), 4,08 (pt, 1H, H-2c), 4,01 (pt, 1H, H-20), 3,99 (s, 1H, H-54), 3,86 (ddpo, 1H, Jo3 = 2,9 Hz, H-3c),
3,85-3,78 (m, 2H, H-28, H-30), 3,78 (dqpo, 1H, Jas= 9,5 Hz, H-5¢), 3,71-3,61 (m, 6H, H-5p, CHapwi, H-2a, H-58), 3,59-
3,52 (m, 3H, H-6as, H-2a, H-3a), 3,49 (dd, 1H, Jos = 9,8 Hz, Js.a = 2,8 Hz, H-3a), 3,43 (pt, 1H, Js.a = 9,5 Hz, H-4c), 3,38
(dd, TH, Jseb = 5,2 Hz, Jsaso= 9,0 Hz, H-6bg), 3,32 (pt, 1H, J34= Jas= 9,4 Hz, H-4p), 2,59-2,41 (m, 4H, CHziev), 2,00 (s,
3H, CHaiev), 1,28 (d, 3H, Jss = 6,2 Hz, H-60), 1,20 (d, 3H, Js6 = 6,2 Hz, H-6c).

13C RMN (CDCls), & 205,9 (COwv), 171,3 (COzev), 167,3, 166,2 (2C, C-6a, C-6a), 161,7 (NHCO), 113,7 (2C, Carpus),
103,6 (C-1a, Jon = 163,2 Hz), 102,6 (C-1a, 'JeH = 155,6 Hz), 101,2 (C-1p, 'Jon = 176,2 Hz), 100,2 (C-1c, 'Jew = 173,5
Hz), 98,9 (C-18, 'Jon = 162,4 Hz), 92,6 (CCls), 67,5, 67,3 (2C, Ccozen), 55,1 (CHapui), 37,9 (COCHziev), 29,5 (CHaev),
28,0 (CO2CHzev).

HRMS (ESI*): m/z 2238,8015 (calculado para Ci2sH132CIsNO29Na [M+Na]*: mlz 2238,7849).
Heptasacarido protegido DABCDAB (294). Aprovechando el disefio de bloques de construccion adecuados, el

294 totalmente protegido se obtiene en un solo paso con alto rendimiento, tras la glucosilacién del aceptor de
tetrasacarido 280 con el donante de trisacaridos 283 (Esquema 9).
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Esquema 9

Alil (3,4-di-O-bencil-2-O-levulinoil-a-L-ramnopiranosil)-(1—4)-(2,3-di- O-bencil-B-p-galactopiranosiluronato de bencilo)-
(1—3)-(4,6-di-O-bencil-2-desoxi-2-tricloroacetamido-B-p-galactopiranosil)-(1—2)-(4- O-bencil-3- O-para-metoxibencil-
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a-L-ramnopiranosil)-(1—2)-(3,4-di-O-bencil-a-.-ramnopiranosil)-(1—4)-(2,3-di- O-bencil-B-p-galactopiranosiluronato de
bencilo)-(1—3)-4,6-di-O-bencil-2-desoxi-2-tricloroacetamido-B-p-galactopirandsido (294).

Una mezcla de aceptor de tetrasacarido 280 (0,50 g, 0,30 mmoles), donante de trisacaridos 283 (0,65 g, 0,42 mmoles)
y MS en polvo 4A (1,25 g) en DCM anhidro (7,5 ml) se agité a ta en atmdsfera de Ar durante 1 h. La suspension se
enfrié a -90°C y se afiadié TMSOTT (2,7 ul, 15 pumoles). La mezcla de reaccién se agitdé durante 30 min permitiendo
que el bafno de enfriamiento alcanzara -78°C y se afadié EtaN para inactivar la reaccién. La suspension se filtr6 y el
filtrado se concentrd hasta sequedad. El residuo se purificé por cromatografia ultrarrapida (Tol/EtOAc 88:12 a 8:2)
para dar el heptasacarido 294 (0,81 g, 89%) como una espuma blanca.

'H RMN (CDCls), & 7,41-6,95 (m, 78H, 77Har, NH-28), 6,82 (d, 1H, Jxn2= 6,7 Hz, NH-28), 6,81-6,78 (m, 2H, Harpus),
5,87 (m, 1H, CH=a1), 5,42 (dd, 1H, Ji2= 1,9 Hz, Joa= 3,0 Hz, H-2p), 5,29-5,20 (m, 5H, H-1p, =CHzai, 2Hcozen, H-18),
5,16 (M, 1H, Jeis = 10,4 Hz, Jgem = 1,5 Hz, =CHoan), 5,14 (d, 1H, J12= 1,7 Hz, H-10'), 5,11 (d, 1H, J = 12,2 Hz, Hcozsn),
5,10 (d, 1H, J = 12,1 Hz, Hcozen), 5,02 (dpo, 1H, J12= 8,2 Hz, H-1g), 4,01 (dpo, 1H, J = 11,6 Hz, Han), 4,96 (d, 1H, J1.2=
1,4 Hz, H-1c), 4,93 (2do, 2H, Han), 4,88 (d, 1H, J = 11,8 Hz, Han), 4,81 (d, 1H, J = 11,1 Hz, Hax), 4,79 (d, 1H, J = 12,1
Hz, Han), 4,78-4,68 (m, 7H, H-3g, 6Han), 4,66-4,51 (m, 10H, 8Han, H-1a, H-38), 4,49-4,39 (m, 5H, 3Han, H-1a, H-4a),
4,37-4,32 (m, 2H, Hai, H-4a), 4,31 (bd, 1H, Js.4 = 3,0 Hz, H-4s), 4,26 (d, 1H, J = 10,8 Hz, Han), 4,21-4,16 (m, 3H, H-4s,
2Hgn), 4,11-4,04 (m, 5H, H-2c, H-5a, Hai, 2Hen), 3,98 (bs, 1H, H-54), 3,93 (pt, 1H, H-20), 3,88-3,80 (m, 3H, H-3c, H-28;,
Hen), 3,79-3,56 (m, 14H, H-5c, H-5p, H-2a, H-3p, H-3p, CHapws, H-28, H-6as, H-2a, H-58, H-5p, H-58), 3,49 (dd,
1H, Joa = 9,7 Hz, Jsa = 2,8 Hz, H-34), 3,49-3,40 (m, 2H, H-4c, H-34), 3,40-3,34 (m, 2H, H-6bs, H-6as), 3,33-3,26 (m,
3H, H-4p, H-6bs, H-4p), 2,70-2,60 (M, 4H, CHaiev), 2,14 (s, 3H, CHaev), 1,30 (d, 3H, Jss= 6,2 Hz, H-6p), 1,29 (d,
3H, Js6 = 6,2 Hz, H-60), 1,20 (d, 3H, Js6 = 6,2 Hz, H-6c).

13C RMN (CDCls) parcial, 6 206,1 (COev), 171,4 (COziev), 166,9 (2C, C-6a, C-64), 162,1 (NHCO-28), 161,7 (NHCO-2s),
159,2 (Civeme), 130,7 (Cvewi), 113,7 (2C, Caremis), 104,0 (C-1a), 103,8 (C-1a), 101,0 (C-1c), 100,4 (C-1p), 99,0 (C-10),
98,8 (C-1g), 97,5 (C-1g), 92,7, 92,2 (2C, CCls), 67,4, 67,3 (2C, Ccozen), 55,1 (CHapuie), 38,1 (COCHziev), 29,8 (CHatev),
28,2 (CO2CHzev).

HRMS (ESI*): m/z 1536,4961 (calculado para C167H176CleN203sNaz2 [M+2Na]?*: miz 1536,4913).
Octasacarido protegido (CDAB)2 (300) y dodecasacarido (CDAB)s (302): ejemplo de un proceso iterativo.

Como se ilustra a continuacion, los bloques de construccion enumerados en la Tabla 1 estan ventajosamente
involucrados en un proceso iterativo para la sintesis de estructuras mas grandes que dos unidades de repeticion. Se
requieren al menos tres pasos de glucosilacién para alcanzar los correspondientes oligo- o polisacaridos. En este
sentido, el tetrasacarido CDAB-PTFA (284) fue identificado como crucial en el proceso de elongacion. Fue disefiado
para actuar como donante y potencial aceptor, por lo que su 2c-OH esta enmascarado con un grupo protector
ortogonal, a saber, un éster de levulinoilo (Lev). Curiosamente, el tetrasacarido clave 284 por lo tanto, se puede usar
repetidamente segun un proceso iterativo de glucosilacion/delevulinoilacion para alcanzar la longitud de oligo- o
polisacarido deseada. De hecho, cuando se realiza a -90°C en condiciones controladas, la condensacion del
aceptor HO-CDAB (280) y del donante CDAB-PTFA (284) dio el octasacéarido (CDAB)2 totalmente protegido (300) en
alto rendimiento. La hidracindlisis del éster de levulinoilo ubicado en la posicién 2 del residuo final no reductor dio el
aceptor de octasacarido Ho-(CDAB)2 (301), que se ajustd para reaccionar con el mismo donante CDAB-
PTFA (284),de nuevo a -90°C, para dar el dodecasacarido totalmente protegido (CDAB)3en alto
rendimiento (302). Tenga en cuenta que la temperatura de reaccion es fundamental para garantizar la glucosilacion
requerida. El dodecasacarido 302 se obtiene asi en 3 pasos de alto rendimiento mediante la combinacién apropiada
de dos de los ocho bloques de construccion recientemente disponibles (Esquema 10).
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Esquema 10

Alil

Una mezcla de aceptor de tetrasacarido 280 (1,40 g, 0,84 mmoles), donante de tetrasacaridos 284 (2,23 g, 1,17
mmoles) y MS en polvo 4A (3,5 g) en DCM anhidro (29 ml) se agité a ta en atmésfera de Ar durante 1 h. La suspension
se enfrié a -90°C y se afiadié TMSOTf (7,6 ul, 42 umoles). La mezcla de reaccién se agité durante 30 min permitiendo
que el bafno de enfriamiento alcanzara -78°C y se afadié EtaN para inactivar la reaccién. La suspension se filtr6 y el
filtrado se concentrd hasta sequedad. El residuo se purific6 por cromatografia ultrarrapida (SiO2 20-40 um, Tol/EtOAc

10

(4-O-bencil-3-O-para-metoxibencil-2-O-levulinoil-a-L-ramnopiranosil)-(1—2)-(3,4-di- O-bencil-a-L.-ramnopiranosil)-
(1—4)-(2,3-di-O-bencil-B-p-galactopiranosiluronato de bencilo)-(1—3)-(4,6-di- O-bencil-2-desoxi-2-tricloroacetamido-3-
p-galactopiranosil)-(1—2)-(4-O-bencil-3-O-para-metoxibencil-a-L.-ramnopiranosil)-(1—2)-(3,4-di- O-bencil-a-L-

5 ramnopiranosil)-(1—4)-(2,3-di-O-bencil-B-p-galactopiranosiluronato  de  bencilo)-(1—3)-4,6-di-O-bencil-2-desoxi-2-
tricloroacetamido-B-p-galactopirandsido (300).

92:8 a 8:2) para dar octasacarido 300 (2,28 g, 81%) como una espuma blanca.
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'H RMN (CDCls), & 7,41-6,95 (m, 85H, 84Har, NH-28), 6,87-6,74 (m, 5H, 4Hapuve, NH-28), 5,87 (m, 1H, CH=ai), 5,46
(dd, 1H, Jio= 1,9 Hz, Je3 = 3,1 Hz, H-2¢), 5,28-5,20 (m, 6H, H-1p, H-10r, =CHzai, 2Hcozen, H-18), 5,16 (m, 1H, Jeis =
10,4 Hz, Jgem = 1,5 Hz, =CHaai), 5,16-5,08 (m, 2H, Hcozen), 5,04 (d, 1H, J = 12,2 Hz, Hen), 5,03 (d, 1H, Ji 2= 8,3 Hz, H-
18), 4,96 (d, 1H, J12= 1,2 Hz, H-1c), 4,95-4,86 (M, 4H, Hen), 4,81 (dpo, 1H, J = 10,5 Hz, Hen), 4,79-4,71 (m, 7H, H-1c,
6Hgn), 4,69 (ddpo, 1H, Jo3 = 10,9 Hz, J34= 10,9 Hz, H-3g), 4,67-4,56 (m, 10H, H-38, 9Hen), 4,54 (dpo, 1H, J12= 7,5 Hz,
H-1a), 4,53 (d, 1H, J = 11,0 Hz, Hgn), 4,49-4,39 (m, 5H, 4Hgn, H-1a), 4,38-4,30 (m, 4H, H-4x, H-4a, Hai, H-4g), 4,21-
4,16 (M, 3H, 2Hgn, H-48), 4,21-4,04 (m, 6H, H-2c, Hai, 4Hgn), 4,04 (bs, 1H, H-54), 3,98 (bs, 1H, H-54), 3,96-3,93 (m,
2H, H-20, H-2p), 3,91 (ddpo, 1H, Je3= 3,2 Hz, Js4 = 9,4 Hz, H-3¢), 3,86-3,74 (m, 7H, H-3¢, H-28,, H-5¢, H-5¢:, CHapwa),
3,70-3,56 (m, 13H, H-50,, H-24, H-30, H-3p, CHapus, H-28, H-6as, H-2a, H-58, H-5p, H-58), 3,46-3,25 (m, 9H, H-3a, H-
4c, H-3a, H-4c, H-6bg, H-6ag, H-40, H-6be, H-4p), 2,76-2,66 (m, 4H, CHziev), 2,18 (s, 3H, CHaiev), 1,29 (d, 3H, Jse= 6,2
Hz, H-60), 1,28 (d, 3H, Js6= 6,2 Hz, H-6p), 1,20 (2do, 6H, Js 6= 6,2 Hz, H-6¢, H-6c).

3G RMN (CDCls) parcial, 6 206,1 (CQOlev), 171,6 (COziev), 166,9 (2C, C-6a, C-64), 162,1 (NHCO-28), 161,7 (NHCO-2g),
159,2 (2C, Cvewms), 130,6, 130,3 (2C, Civems), 113,7 (4C, Carpms), 103,9 (C-14), 103,8 (C-1a), 101,0 (C-1¢), 100,4 (C-
1p), 100,1 (C-1p), 99,2 (C-1¢), 98,8 (C-1g), 97,5 (C-18), 92,7, 92,2 (2C, CCls), 67,3 (2C, Ccozsn), 55,2, 55,1 (2C,
CHapums), 38,1 (COCHoziev), 29,8 (CHsev), 28,2 (CO2CH2sev).

HRMS (ESI*): m/z 1714,5948 (calculado para C1ssHz00ClsN2O4sNaz [M+2Na]?+: m/z 1714,5725).

Alil  (4-O-bencil-3-O-para-metoxibencil-a-L-ramnopiranosil)-(1—2)-(3,4-di-O-bencil-a-L-ramnopiranosil)-(1—4)-(2,3-di-
O-bencil-B-p-galactopiranosiluronato de bencilo)-(1—3)-(4,6-di- O-bencil-2-desoxi-2-tricloroacetamido-f-p-
galactopiranosil)-(1—2)-(4-O-bencil-3-O-para-metoxibencil-a-L-ramnopiranosil)-(1—2)-(3,4-di- O-bencil-a-L-
ramnopiranosil)-(1—4)-(2,3-di-O-bencil-B-p-galactopiranosiluronato  de bencilo)-(1—3)-4,6-di- O-bencil-2-desoxi-2-
tricloroacetamido-B-p-galactopirandésido (301).

A una soluciéon de 300 totalmente protegido (1,31 g, 0,39 mmoles) en piridina anhidra (9,6 ml) agitada a 0°C en
atmasfera de Ar se afnadié gota a gota AcOH (6,4 ml) seguido de monohidrato de hidracina (94 pl, 1,93 mmoles). La
mezcla de reaccion se agité durante 1,5 h permitiendo que el bafio de enfriamiento alcanzara la ta. Después de la
adicion de DCM y agua, se separaron las dos fases y la ac. se volvié a extraer dos veces con DCM. Los extractos
organicos combinados se lavaron con salmuera, se secaron pasandolos a través de un filtro separador de fases y los
compuestos volatiles se evaporaron. El residuo se purificd por cromatografia ultrarrdpida (Tol/EtOAc 9:1 a 75:25) para
dar alcohol 301 (1,05 mg, 82%) como una espuma blanca.

"H RMN (CDCls), 6 7,41-6,94 (m, 85H, 84Ha:, NH-28), 6,90-6,86 (m, 2H, Harpme), 6,84 (d, 1H, UnH,2 = 6,7 Hz, NH-23),
6,82-6,78 (m, 2H, Harrms), 5,87 (m, 1H, CH=a1), 5,29-5,20 (m, 6H, H-1p, H-1p;, =CHzai, 2Hcozen, H-18), 5,16 (m,
1H, Jis = 10,4 Hz, Jgem = 1,5 Hz, =CH2ai), 5,16-5,09 (m, 2H, Hcozen), 5,04 (d, 1H, J = 11,4 Hz, Hgn), 5,03 (d, 1H, Ji2=
8,3 Hz, H-18), 4,96 (d, 1H, J12 = 1,4 Hz, H-1¢), 4,95-4,86 (m, 5H, H-1¢, Hgn), 4,83-4,68 (m, 8H, 7Hsn, H-38), 4,68-4,51
(m, 13H, 11HBn, H-38, H-1a), 4,49-4,40 (m, 4H, 3Hsn, H-1a), 4,39-4,31 (m, 4H, H-4a, H-4A, Hai, H-48), 4,22-4,16 (M,
3H, 2Hsgn, H-48), 5,14 (d, 1H, J= 11,2 Hz, Hgn), 4,12-4,04 (m, 7H, H-2c, Hai, 3Hen, H-2c' H-54"), 4,00 (ptpo, 1H, H-20'),
3,99 (so,1H, H-5a), 3,94 (pt, 1H, H-2p), 3,88-3,74 (m, 8H, H-3¢, H-3c, H-28, H-5¢, H-5¢', CHspms), 3,72-3,56 (m, 13H,
H-5p, H-2a, H-3p, H-3p, CHapums, H-28, H-6as, H-2a, H-58, H-5p, H-58), 3,48-3,26 (m, 9H, H-3a,, H-4c, H-3a, H-4¢', H-
6bs, H-6as, H-4p, H-6bs, H-4p), 2,37 (bs, 1H, OH-2¢), 1,30 (dpo, 3H, Js6= 6,2 Hz, H-6p*), 1,29 (dpo, 3H, Js6= 6,2 Hz,
H-6p*), 1,21 (d, 3H, Js6= 6,2 Hz, H-6¢*), 1,20 (d, 3H, Js6= 6,2 Hz, H-6¢*).

3C RMN (CDCls) parcial, & 166,9 (2C, C-6a, C-6a), 162,1 (NHCO-2g), 161,7 (NHCO-28), 159,4, 159,2 (2C, Civrus),
130,7, 130,2 (2C, Civpms), 113,9, 113,7 (4C, Carrms), 104,0 (C-1a), 103,8 (C-14), 101,0 (C-1¢), 100,7 (C-1¢), 100,4 (C-
1p), 100,3 (C-1p), 98,8 (C-18), 97,4 (C-18), 92,7, 92,2 (2C, CCls), 67,3 (2C, Ccozsn), 55,2, 55,1 (2C, CHspumz).

HRMS (ESI*): miz 1665,5668 (calculado para CissH194CleN2041Naz [M+2Na]?*: miz 1665,5542).

Alil - (4-O-bencil-3-O-para-metoxibencil-2- O-levulinoil-a-L.-ramnopiranosil)-(1—2)-(3,4-di- O-bencil-a-L-ramnopiranosil)-
(1—4)-(2,3-di-O-bencil-B-p-galactopiranosiluronato de bencilo)-(1—3)-(4,6-di- O-bencil-2-desoxi-2-tricloroacetamido-3-
p-galactopiranosil)-(1—2)-(4-O-bencil-3-O-para-metoxibencil-a-L.-ramnopiranosil)-(1—2)-(3,4-di- O-bencil-a-L-
ramnopiranosil)-(1—4)-(2,3-di-O-bencil-B-o-galactopiranosiluronato de bencilo)-(1—3)-(4,6-di-O-bencil-2-desoxi-2-
tricloroacetamido-f-p-galactopiranosil)-(1—2)-(4- O-bencil-3- O-para-metoxibencil-a-L-ramnopiranosil)-(1—2)-(3,4-di-
O-bencil-a-L.-ramnopiranosil)-(1—4)-(2,3-di- O-bencil-B-p-galactopiranosiluronato de bencilo)-(1—3)-4,6-di-O-bencil-2-
desoxi-2-tricloroacetamido-f-p-galactopiranésido (302).

Una mezcla de aceptor de octasacaridos 301 (153 g, 46 pmoles), donante de tetrasacarido 284 (121 mg, 64 umoles),
y MS en polvo 4A (375 mg) en DCM anhidro (1,6 ml) se agité a ta en atmésfera de Ar durante 1 h. La suspension se
enfrié a -90°C y se afiadio TMSOTTf (0,4 L, 2 umoles). La mezcla de reaccion se agité durante 30 min permitiendo
que el bafo de enfriamiento alcance -78°C y se anadié EtsN para inactivar la reaccién ya que un control de TLC
(Tol/acetona 9:1) mostré la presencia de un nuevo compuesto mayoritario (rf = 0,24) y que no quedd ni aceptor (rf =
0,19) ni donante (rf = 0,41). La suspension se filtré y el filtrado se concentr6 hasta sequedad. El residuo se purificd por
cromatografia ultrarrapida (SiO2 20-40 um, Tol/EtOAc 92:8 a 8:2) para dar el dodecasacarido 302 (156 mg, 68%) como
una espuma blanca.
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'H RMN (CDCls), 6 7,42-6,94 (m, 129H, 126 Har, NH-28, NH-2g, NH-28), 6,87-6,77 (m, 6H, Harms), 5,87 (m, 1H,
CH=au), 5,48 (dd, 1H, J12 = 1,7 Hz, J23= 3,1 Hz, H-2¢"), 5,29-5,15 (m, 10H, H-1p, H-1p", H-10, =CH2aI, 3Hco28n, H-18,
H-1g", =CH2a1), 5,13-5,07 (m, 3H, Hcozen), 5,05 (d, 1H, J= 11,2 Hz, Hgn), 5,03 (d, 1H, Ji2= 8,4 Hz, H-18), 5,00 (d,
1H, J= 11,3 Hz, Hgn), 4,98-4,88 (m, 7H, H-1¢, H-1¢", S5Hgn), 4,87-4,67 (m, 14H, H-1¢, H-3p", H-38, 11Hagn), 4,68-4,39
(m, 25H, H-3g, H-1a", H-1a, H-1a, 21Hgn), 4,38-4,31 (m, 5H, H-4a", H-4a, H-4a, Han, H-48), 4,28 (d, 1H, J3,4 = 3,2 Hz,
H-4g+), 4,22-4,16 (m, 4H, 3Hsn, H-48), 4,16-3,98 (m, 13H, H-2¢, Hai, H-2¢' H-5a,, H-5a", H-5a, 7Hgn), 3,97-3,90 (m, 3H,
H-2p, 2p", H-3¢"), 3,89 (pt, 1H, H-2p), 3,87-3,74 (m, 10H, H-3¢, H-3c, H-28, H-28", H-5¢, H-5¢', H-5¢", CH3pme), 3,71-
3,55 (m, 20H, H-5p, H-5p', H-5p, H-28, H-58, H-58, H-58", H-2a, H-2a, H-2a", H-3p, H-3p, H-3p", 2CH3spme, H-6as), 3,47-
3,24 (m, 14H, H-3a,, H-3a", H-4¢, H-3a, H-4¢', H-4¢+, H-6bs, H-6as, H-6as', H-4p, H-6bs, H-6bs", H-4p, H-4p), 2,77-2,67
(m, 4H, CHzkev), 2,12 (s, 3H, CHakev), 1,32-1,29 (m, 9H, H-6p, H-6p, H-607), 1,23-1,19 (m, 9H, H-6¢, H-6¢,, H-6¢").

13C RMN (CDCl3) parcial, 6 206,2 (COrev), 171,7 (CO2iev), 166,9 (3C, C-6a, C-6a, C-6a"), 162,1 (NHCO-28), 161,7 (2C,
NHCO-2g, NHCO-2sg"), 159,2, 159,1 (3C, Cwpwms), 130,7, 130,2 (3C, Civems), 113,9, 113,7 (6C, Carpms), 103,9-103,8
(3C, C-1a, C-1a, C-1a7), 101,0 (2C, C-1¢, C-1¢), 100,4, 100,2 (3C, C-1p, C-1p, C-1pv), 99,2 (C-1¢'), 98,8 (C-1p", C-18),
97,4 (C-18), 92,6, 92,2 (3C, CCls), 67,4-67,3 (3C, Ccozsn), 55,2, 55,1 (3C, CHapums), 38,2 (COCHziev), 29,9 (CHakev), 28,2
(CO2CH2tev).

1. Antigenicidad de los oligo- y/o polisacaridos de la invencion
A. Materiales y Métodos
1) Produccién y caracterizacion de mAbs especificos para S. flexneri serotipo 6 LPS

Los ratones se inmunizaron con bacterias muertas por calor preparadas con la cepa Shigella flexneri serotipo 6 (SF6)
denominada Sc544. Brevemente, los ratones se inmunizaron primero por via intraperitoneal (i.p.) con 102 bacterias
muertas por calor mezcladas con adyuvante incompleto de Freund, luego dos veces i.p. con 108 bacterias muertas por
calor sin adyuvante en un intervalo de un mes. La inmunogenicidad se midi6é por ELISA (como se describe para la
identificacion de la concentracion apropiada de IgG para usar en la medicién de IC50) contra SF6 LPS purificado de
la cepa SF6 Sc544 segun Westphal O y Jann K (Methods Carbohydr. Chem. 5 83 (1965)). Los ratones que mostraban
una respuesta de anticuerpos anti-LPS SF6 se sometieron luego a una inyeccion de refuerzo intravenosa (i.v.) 3 dias
antes de ser sacrificados para la recuperacion del bazo para realizar la fusion celular para la obtencién de hibridoma,
como se describe en Phalipon A. et al (J. Immunol. 176 1686 (2006).

Los hibridomas se seleccionaron del sobrenadante del cultivo celular procedente de la fusion por ELISA frente a SF6
LPS purificado. Se usaron hibridomas positivos para la produccion de una gran cantidad del mAb correspondiente,
que se purificd por cromatografia de proteina G. Asi, el hibridoma A22-4' secretor del anticuerpo monoclonal mlgG
A22-4' fue depositado en la Collection Nationale de Culture de Microorganismes (CNCM, Paris, Francia) segun el
Tratado de Budapest con el nimero 1-4813, el 28 de octubre de 2013.

2) ELISA para mediciones de IC50

La unién de la migG A22-4' disponible a los oligosacaridos sintéticos se midié como se describié previamente (Phalipon
A. et al (J. Immunol. 176 1686 (2006)). Brevemente, la concentracién de mlgG a utilizar se defini6 en el primer paso.
Para ello se estableci6 una curva estandar para mlgG A22-4'. La mlgG se incub6 a diferentes concentraciones, durante
la noche a 4°C, en placas de microtitulacion recubiertas con SF6 LPS purificado de la cepa SF6 Sc544 a una
concentracién de 2,5 pg/mL en tamp6n carbonato (pH 9,6), luego con PBS-BSA al 1% durante 30 min a 4°C. Después
de lavar con PBS-Tween 20 (0,05%), se anadié IgG anti-ratén conjugada con fosfatasa alcalina a una dilucién de
1/5.000 (Sigma-Aldrich) durante 1 h a 37°C. Después de lavar con PBS-Tween 20 (0,05%), se afadié el sustrato (12
mg de fosfato de p-nitrofenilo en 1,2 mL de tampon Tris-HCI 1 M (pH 8,8) y 10,8 mL de NaCl 5 M). Una vez que se
desarrollé el color, la placa se ley6 en un lector de microplacas Dynatech MR400 de 405 nm). Se ajust6é una curva
estandar OD = f([Ab]) a la ecuacién cuadratica Y= aX2 + bX + ¢, donde Y es la OD y X es la concentracion de Ab. Un
factor de correlacion (r?) de 0,99 se obtuvo de forma rutinaria. La concentracion de migG A22-4' a usar en el segundo
paso para medir la IC50, que se define como la concentracion de oligosacaridos necesaria para inhibir el 50% de la
unién de migG a LPS, se eligié como sigue. Corresponde a la concentracién minima de mAb que da la OD maxima
en la curva estandar.

Luego, para la medicion de la IC50, la migG A22-4', utilizada a la concentracion de 0,025 pg/ml, se incubé durante la
noche a 4°C con diferentes concentraciones de los oligosacaridos a ensayar en PBS-BSA al 1%. La concentracion
maxima ensayada fue de 2,5 mM para todos los oligosacaridos. Luego, se realiz6 la medicién de mlgG no unida como
se describi6 anteriormente usando placas de microtitulacion recubiertas con SF6 LPS purificado. La concentracién de
mAb se dedujo de la curva estandar. Se definié una concentracion de milgG libre del 100% para el mAb incubado en
las mismas condiciones pero sin ningun oligosacarido. Finalmente, una curva correspondiente al % de mlgG no unido=
f([oligosacarido]) permite calcular la IC50 para cada oligosacarido ensayado.

B. Resultados

La union de migG A22-4' a los sintéticos y oligo- o polisacaridos se evalu6 en ELISA de inhibicion (Tabla B)
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Oligosacaridos sintéticos prqbados como glicésido de ICso (MM)*
propilo

CDAB 0,016
acCDAB 0,036
AcCDABAC <05
CDABCDA 0,015
CDABCDAB 0,004
BCDAB 0,025
BCDABC <05
BCDABCDA 0,018
DABCDAB 0,053
ABCDAB 0,019

« < » corresponde a valores inferiores pero cercanos al valor mencionado.
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REIVINDICACIONES
1. Un conjugado que comprende un oligo- o polisacarido de la siguiente férmula: (X)x-{CDAB}n-(Y)y
en el que:
A es un residuo de acido beta-D-galacturénico (1,3),
B es un residuos de N-acetil-beta-p-galactosamina (1,2),

C es independientemente, en cada aparicion, un residuo de alfa-L-ramnosa (1,2), en el que como maximo una de sus
posiciones 3c 0 4c es OAc (es decir O-C(=0)CHs), siempre que cuando C sea un residuo terminal no reductor, su
posicién 2¢ pueda estar acetilada o no.

D es un residuo de alfa-L-ramnosa (1,4),

x ey se seleccionan independientemente entre O y 1,

X e Y se seleccionan independientemente entre A, B, C, D, AB, BC, CD, DA, ABC, BCD, CDA, DAB,
y en el que n es un nimero entero comprendido entre 1y 6,

siempre que X, y, Y n no sean nulos simultdneamente,

estando dicho oligo- o polisacarido unido covalentemente a un vehiculo.

2. El conjugado segun la reivindicacion 1, en el que el oligo- o polisacarido es susceptible de unirse por un anticuerpo
anti-SF6 y/o anti-SF6a.

3. El conjugado segun cualquiera de las reivindicaciones 1 0 2, en el que dicho oligo- o polisacérido tiene la siguiente
formula:

{CDAB}n
A, B, C, D y n es un numero entero comprendido entre 1y 6.

4. El conjugado segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la relacién de 3c-OAc/4c-OAc es superior a
1.

5. El conjugado segun la reivindicacion 1, en el que el vehiculo se selecciona entre una proteina o un péptido que
comprende al menos un epitopo T colaborador.

6. El conjugado segun la reivindicacion 5, en el que el vehiculo es una proteina de Shigella capaz de inducir una
respuesta inmune protectora frente a varios serotipos de Shigella.

7. El conjugado segun la reivindicacion 4, en el que el vehiculo es toxoide tetanico.
8. El conjugado segun la reivindicacion 1, en el que el vehiculo es un liposoma.

9. El conjugado segun la reivindicacion 1, en el que el oligo- o polisacarido se une al vehiculo a través de un espaciador
que no contiene ningun residuo de carbohidrato.

10. El conjugado segun la reivindicacion 1, en el que la relacién de oligo- o polisacarido a vehiculo estd comprendida
entre 1:1y 30:1.

11. El conjugado segun la reivindicacién 1, en el que el oligo- o polisacarido es {CDAB}n, en el que A, B, C, D son
como se definen en la reivindicacion 1, y n estd comprendido entre 1y 6.

12. Una composicién inmunogénica que comprende un conjugado segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10y
un vehiculo fisiolégicamente aceptable.

13. La composicién segun la reivindicacién 12, que comprende ademas un inmundgeno que brinda proteccién frente
a otro patégeno, como por ejemplo, S. flexneri serotipo 1b, 2a y 3a, miembros de otras especies de Shigella como
S. sonneiy S. dysenteriae tipo 1, o patégenos responsables de la enfermedad diarreica en humanos.

14. La composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 12 o 13, que esta formulada para administracion
parenteral, oral, intranasal, intradérmica, subcutanea o transcutanea.

15. Un oligo- o polisacarido (la) de la siguiente formula:
(X)x-{CDAB}a-(Y)y-OQ
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en el que:

A, B, C, D, X, Y, x e y son como se definen en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10,
n es un nimero entero comprendido entre 0y 10,

O es el atomo de oxigeno de C1 del residuo final reductor del oligo- o polisacarido,

Qes H, oun grupo LZ,

L es una cadena alquilica o alquenilica C1-C12 divalente opcionalmente interrumpida por uno o0 mas heteroatomos, en
particular seleccionados entre un atomo de oxigeno, un atomo de azufre o un atomo de nitr6geno, estando
opcionalmente oxidados dichos atomos de nitr6geno y azufre, y estando el atomo de nitrégeno opcionalmente
implicado en un enlace acetamida, y

Z es una funcion reactiva terminal, opcionalmente protegida, capaz de formar un enlace covalente con un portador y/o
un soporte sélido.

16. El oligo- o polisacarido segun la reivindicacion 15, en el que Z es Hal, biotina, alquenilo C2-Ce, alquinilo C2-Cs,
azido, alcoxi, epéxido, acetal, C(=O)H, SR1, NH2 o NHC(=0)CHzHal,

siendo R1 H, C(=0)CHz 0 SR2, y

siendo Rz un alquilo C1-Cs, un arilo Ce-C10, 0 un heteroarilo de 5 a 7 miembros, como piridilo, o cualquier grupo que
permita convertir SSR2 en SH.

17. El oligo- o polisacarido segun cualquiera de las reivindicaciones 15 o 16, que esta inmovilizado sobre un soporte
solido.

18. Un kit para el diagnéstico de la infeccion por SF6, en el que dicho kit comprende un oligo- o polisacarido (la) segun
cualquiera de las reivindicaciones 15 a 17, estando dicho oligo- o polisacarido (la) opcionalmente unido a una etiqueta
0 a un soporte sélido.

19. Un oligo- o polisacarido (Ib) de la siguiente formula:
(X)x-{CDAB}n-(Y)y-W

en el que:

A es un residuo de &cido beta-D-galacturénico (1,3),

B es un residuo de N-protegido-beta-p-galactosamina (1,2), en el que dicho grupo N-protector es un grupo acetilo, o
un precursor del mismo tal como un grupo N-tricloroacetilo,

C es un residuo de alfa-L-ramnosa (1,2), en el que como maximo uno de 3c o 4c es OAc,

D es un residuo de alfa-L-ramnosa (1,4),

X e y se seleccionan independientemente entre O y 1,

n es un nimero entero comprendido entre 0y 10,

siempre que x, y, y n no sean nulos simultdneamente,

X e Y se seleccionan independientemente entre A, B, C, D, AB, BC, CD, DA, ABC, BCD, CDA, DAB,

en el que cada grupo OH y/o CO2H de dichos residuos esta opcionalmente protegido por un grupo protector,

W es OR/, SRi o Hal, en el que dichos O, S y Hal son el heteroatomo de C1 del residuo terminal reductor de la cadena
de oligo- o polisacarido, estando S opcionalmente oxidado,

Ri es H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo activador de hidroxilo anomérico o un grupo LZ, siendo L y Z como
se definen anteriormente para la formula (la),

Rii es alquilo C1-C12, arilo Ce-C10, un imidato que conduce preferiblemente a S-tiazolinilo (STaz) o S-benzoxazolilo
(SBox).

20. Un oligosacarido que se selecciona del grupo que consiste en:

- Alil (4-O-bencil-3-O-para-metoxibencil-a-L-ramnopiranosil)-(1—2)-3,4-di- O-bencil-a-L.-ramnopirandsido,
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- Bencil (4-O-bencil-3-O-para-metoxibencil-a-L-ramnopiranosil)-(1—2)-(3,4-di- O-bencil-a-L.-ramnopiranosil)-(1—4)-
(2,3-di-O-bencil-B-o-galactopiranosid)uronato de alilo,

- Alil (4-O-bencil-3-O-para-metoxibencil-a-L-ramnopiranosil)-(1—2)-(3,4-di-O-bencil-a-L-ramnopiranosil)-(1—4)-(2,3-
di- O-bencil-B-D-galactopiranosiluronato de bencilo)-(1—3)-4,6-di-O-bencil-2-desoxi-2-tricloroacetamido-3-D-
galactopiranésido,

- Alil (2,3-di- O-bencil-B-D-galactopiranosil)-(1—3)-4,6-di- O-bencil-2-desoxi-2-tricloroacetamido-f3-D-galactopiranésido,

- Alil (2,3-di-O-bencil-B-D-galactopiranosiluronato de bencilo)-(1—3)-4,6-di- O-bencil-2-desoxi-2-tricloroacetamido-f-D-
galactopiranésido,

- Al (2,3-di-O-bencil-4-O-levulinoil-B-D-galactopiranosiluronato  de  bencilo)-(1—3)-4,6-di-O-bencil-2-desoxi-2-
tricloroacetamido-$-D-galactopiranésido,

- (2,3-di-O-bencil-4- O-levulinoil-B-D-galactopiranosiluronato de bencilo)-(1—3)-4,6-di-O-bencil-2-desoxi-2-
tricloroacetamido-a/B-D-galactopiranosa,

- 2,3-di-O-bencil-4- O-levulinoil-B-D-galactopiranosiluronato de bencilo-(1—3)- N-feniltrifluoroacetimidato de 4,6-di-O-
bencil-2-desoxi-2-tricloroacetamido-a/B-D-galactopiranosilo,

- 2,3-di- O-bencil-4- O-levulinoil-B-D-galactopiranosiluronato de bencilo-(1—3)-tricloroacetimidato de 4,6-di-O-bencil-2-
desoxi-2-tricloroacetamido-a/B-D-galactopiranosilo,

- (3,4-Di-O-bencil-2- O-levulinoil-a-L-ranmopiranosil)-(1—4)-(2,3-di- O-bencil-B-D-galactopiranosiluronato de bencilo)-
(1—3)-N-feniltrifluoroacetimidato de 4,6-di- O-bencil-2-desoxi-2-tricloroacetamido-a/B-D-galactopiranosilo,

- (4-O-Bencilo-3-O-para-metoxibencil-2- O-levulinoil-a-L-ramnopiranosil)-(1—2)-(3,4-di- O-bencil-a-L-ramnopiranosil)-
(1—4)-(2,3-di-O-bencil-B-D-galactopiranosiluronato de bencilo)-(1—3)-N-feniltrifluoroacetimidato de 4,6-di-O-bencil-2-
desoxi-2-tricloroacetamido-a/B-D-galactopiranosilo.

21. Uso de un oligo- o polisacarido segun cualquiera de las reivindicaciones 19 a 20, como intermedio para la
preparacion de un oligo- o polisacarido (la) segun la reivindicacién 15, o de un conjugado segun la reivindicacion 1.
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