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DESCRIPCION
Derivados de oxoadenina lipidada

Antecedentes de la invencion

La presente invencidon se refiere a novedosos compuestos adyuvantes, procedimientos para su preparacion,
composiciones que los contienen, y su uso como adyuvantes de vacunas.

El refinamiento y simplificacion de vacunas microbianas y el uso de antigenos subunitarios sintéticos y
recombinantes para mejorar la capacidad de fabricacidon y seguridad de las vacunas ha dado como resultado una
disminucion en la potencia de las vacunas. Esto ha conducido a estudios sobre la administracion secundaria de
adyuvantes con antigenos para potenciar la actividad de las vacunas y la débil inmunogenicidad de epitopos
sintéticos y recombinantes. Los adyuvantes son aditivos que potencian las respuestas inmunohumorales y/o
mediadas por células hacia un antigeno de vacuna. El disefio de adyuvantes de vacunas, sin embargo, ha sido
histéricamente dificil debido a la naturaleza compleja de los mecanismos moleculares implicados en la funcion del
sistema inmunitario. Aunque la adicion de componentes microbianos se conoce desde hace mucho para potenciar
las respuestas inmunoadaptativas, solo recientemente se mostré que los receptores de tipo toll (TLR) sobre las
células implicadas en la supervivencia inmunitaria, tal como las células epiteliales y dendriticas, encajan muchos de
estos productos microbianos mediante los "modelos asociados a patégenos" asi denominados o PAMP. Muchos
adyuvantes de vacunas e inmunomoduladores independientes parecen interactuar con miembros de la familia TLR.

De los 10 TLR conocidos que se han identificado en seres humanos, cinco esta asociados con el reconocimiento de
componentes bacterianos (TLT 1, 2, 4, 5, 6) y otros cuatro (TLR 3, 7, 8, 9) parecen restringirse a compartimentos
citoplasmicos y estan implicados en la deteccion del ARN virico (TLR 3, 7, 8) y ADN sin metilar (TLR9) (Iwasaki, A.,
Nat Immunol 2004, 5, 987) La activacion de los TLR regula las rutas de sefalizacion intracelulares y conduce a la
expresion génica mediante la interaccion con moléculas adaptadoras intracelulares tal como MyD88, TRIF, TIRAP, y
TRAM (Akira, S. Nat Rev Immunol 2004, 4, 499; Takeda, K. Semin Immunol 2004, 16, 3). Estas moléculas
adaptadoras pueden regular diferencialmente la expresion de las citoquinas/quimioquinas inflamatorias y los
interferones de tipo | (IFNa/B), que puede conducir a la potenciacion preferente de las respuestas inmunitarias
mediadas humorales y mediadas por células especificas de antigenos (Zughaier, S. Infect Immun 2005, 73, 2940).
La inmunidad humoral es la linea principal de defensa contra patégenos bacterianos, mientras que la induccion de
los linfocitos T citotoxicos (LTC) parece ser crucial para la inmunidad protectora en el caso de la enfermedad virica y
el cancer.

En el caso de la activacion de TLR7 y TLR8, Se han identificado unas pocas diferentes clases de miméticos de
moléculas pequenas de los ligandos del ARNmc viricos naturales (rico en U y/o G). Estos incluyen determinados
compuestos antiviricos relacionados con los metabolitos de guanosina oxidados (oxoguanosinas), que interactian
principalmente con TLR7 (Heil, F. Eur J Immunol 2003, 33, 2987; Hemmi, 2002) y los derivados de adenina que
encajan TLR7 y/o TLR8. La capacidad de estimulacion inmunitaria de estos compuestos se ha atribuidos a las rutas
de sefalizacion dependientes de TLR/MyD88 y la produccién de citoquinas, incluyendo IL6 y los interferones de tipo
| y II (particularmente interferon-a). la activacion de TLR7 o TLR8 conduce a la regulacidon en exceso de moléculas
coestimuladoras (por ejemplo, CD-40, CD-80, CD-86) y moléculas MHC de clase | y Il en células dendriticas (DC).
Las DC son las células principales del sistema inmunitario implicadas en la captacion y presentacion de los
antigenos a los linfocitos T. células dendriticas plasmacitoides (pDC), que expresan preferentemente TLR7, son
células productoras de interferén-a profesionales; mientras que las mDC expresan solo TLR8. La activacién de TLR8
sobre las mDC conduce a la produccién preferente de citoquinas proinflamatorias tales como IL-12, TNF -a, e IFN-y
e inmunidad mediada por células (CMI). Se ha mostrado que los agonistas de TLR7 son mas eficaces en la
generacion de IFN-a y las citoquinas reguladas por IFN, mientras que los agonistas de TLR8, que conduce a la
inversion de la funcion de las células reguladoras (Treg) CD4+, son mas eficaces en la induccion de citoquinas
proinflamatorias tales como TNF-a e IL-12, sugiriendo que la activacién de TLR7 puede ser mas importante para las
respuestas de anticuerpos (respuestas de tipo Th2) mientras que la activacion de TLR8 debe inducir CMI p las
respuestas inmunitarias de tipo Th1 (Gordon J Immunol 2005, 1259).

Una clase de derivados de adenina activos para TLR que ha recibido una considerable cantidad de atencion son las
oxoadeninas. Las oxoadeninas contienen normalmente un grupo hidroxilo en la posicion 8 del anillo de adenina (que
se muestra a menudo en la forma tautdmera 8-ceto/oxo), diversos sustituyentes en las posiciones 2 y 9, y un grupo
amino aromatico sin sustituir en la posicion 4. Como con otros derivados de adenina inductores de IFN tales como
las imidazoquinolinas, se piensa que un grupo amino aromatico sin sustituir es esencial para la actividad inductora
de IFN. Muchas de las oxoadeninas, que se desarrollaron inicialmente para superar determinados efectos
secundarios asociados con las imidazoquinolinas, ha mostrado ser considerablemente mas potente que las
imidazoquinolinas prototipicas tales como imiquimod y resiquimod con respecto a la actividad inductora de IFN in
vitro e in vivo pero desprovista de actividad emética, un efecto secundario clinico principal con las imidazoquinolinas.
Por ejemplo, la oxoadenina SM360320 esta actualmente bajo desarrollo preclinico contra el VHC y ha mostrado
suprimir la replicacion del VHC en hepatocitos humanos mediante la induccién de IFN de tipo | asi como a través de
un mecanismo independiente de IFN (Lee PNAS 2006, 103, 1828). Sin embargo, a pesar del hecho de que la clase
oxoadenina parece presentar mejores perfiles de toxicidad/bioactividad globales que las imidazoquinolinas, la
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administracion de SM360320 a ratones mediante diversas rutas conduce a una respuesta sistémica a la
enfermedad, mediada en parte por las citoquinas inflamatorias liberadas por mastocitos (Hayashi Am J Physiol Regul
Integr Comp Physiol 2008, 295, R123). De hecho, la gran "huella" inmunoldgica de los agonistas de TLR7 en general
ha conducido a riesgos sobre la toxicidad y a la suspensién de ensayos clinicos en muchos casos (Strominger Brain
Res Bull 2001, 55, 445; Schmidt Nat Biotech 2007, 25, 825).

Debido a que la mayoria de los agonistas de TLR7/8 actualmente bajo desarrollo a menudo presentan propiedades
toxicas, son inestables, y/o tienen efectos inmunoestimuladores insustanciales, el descubrimiento y desarrollo de los
adyuvantes de vacunas eficaces y seguros que activan TLR7 y/o TLR8 es esencial para mejorar la seguridad y
eficacia de las vacunas existentes y nuevas.

Breve descripcion de la invenciéon

En el presente documentos, los inventores describen novedosas oxoadeninas lipidadas que comprenden una
molécula de oxoadenina sustituida con un heterociclo unida a un fosfolipido o fosfonolipidos de tal manera que
facilite la captacion en las células inmunitarias y potenciar la activacion de TLR7/8 endosémico y la presentacion del
antigeno cuando se administra solo o en una formulacion de depdsito con un antigeno. Las respuestas inmunitarias
potenciadas con compuestos de la invencion sujeto son posiblemente debidas a la interaccion directa de los
compuestos de férmula (1) con TLR7 y/o TLR8 endosémicos u otros receptores moleculares y/o la interacciéon de un
metabolito activo tras la accién enzimatica con TLR7 y/o TLR8 u otros receptores moleculares.

Los compuestos de la invencion han mostrado ser inductores del interferén-a y otras citoquinas
inmunoestimuladoras y puede poseer un perfil de la toxicidad de la actividad mejorado en comparacién con los
inductores de citoquinas conocidos cuando se usan como adyuvantes para los antigenos de vacunas en el
tratamiento terapéutico o profilactico de las enfermedades infecciosas y el cancer. Estos compuestos son novedosos
por si mismos.

Descripcion detallada de las realizaciones preferentes

A lo largo de esta solicitud, se hacen referencia a diversas realizaciones que se refieren a los compuestos,
composiciones y procedimientos. Las diversas realizaciones descritas se entiende que proporcionan una variedad de
ejemplos ilustrativos y no deben considerarse como descripciones de especies alternativas. Mas bien debe
sefalarse que las descripciones de las diversas realizaciones proporcionadas en el presente documento pueden ser
de puntuacion solapante. Las realizaciones descritas en el presente documento son meramente ilustrativas y no se
entiende que limiten el alcance de la presente invencion.

Debe entenderse que la terminologia usada en el presente documento es con el fin de describir solo realizaciones
particulares y no se desea que sea limitante. A lo largo de esta memoria descriptiva y en las reivindicaciones que
siguen, se hara referencia a numerosos términos que deben definirse que tienen los siguientes significados.

"Alquilo” se refiere a grupos hidrocarbilo alifaticos saturados monovalentes que tienen de 1 a 14 atomos de carbono
y, en algunas realizaciones, de 1 a 6 atomos de carbono. "alquilo (C,-Cy)" se refiere a grupos alquilo que tienen de x
a y atomos de carbono. Este término incluye, a modo de ejemplo, grupos hidrocarbilo lineales y ramificados tales
como metilo (CHs-), etilo (CH3CH2-), n-propilo (CH3CH2CH>-), isopropilo ((CH3)2CH-), n-butilo (CH3CH>CH2CH>-),
isobutilo ((CH3)2CHCHa-), sec-butilo ((CH3)(CH3CH2)CH-), t-butilo ((CHs)sC-), n-pentilo (CH3CH2CH>CH2CH>-), y
neopentilo ((CH3)3CCH2-).

"Alcoxi" se refiere al grupo -O-alquilo, en el que alquilo se define en el presente documento. Alcoxi incluye, a modo
de ejemplo, metoxi, etoxi, n-propoxi, isopropoxi, n-butoxi, t-butoxi, sec-butoxi, y n-pentoxi.

"Acilo" se refiere a los grupos H-C(O)-, alquilo-C(O) y alquenilo-C(O).

"Amino" se refiere al grupo -NHR* donde R* se selecciona independientemente entre hidrogeno, alquilo, alquenilo,
alquinilo, arilo, cicloalquilo, heteroarilo y heterociclico.

"Cicloalquilo" se refiere a un grupo ciclico saturado o parcialmente saturado de entre 3 a 14 atomos de carbono y sin
heteroatomos en el anillo.

Salvo que se indique ofra cosa, a la nomenclatura de los sustituyentes que no se definen explicitamente en el
presente documento se llega nombrando la porciéon terminal de la funcionalidad seguido por la funcionalidad
adyacente hacia el punto de unién. Por ejemplo, el sustituyente "arilalquiloxicarbonilo" se refiere al grupo (aril)-
(alquil)-O-C(O)-. Se entiende que las anteriores definiciones no se pretende que incluyan patrones de sustitucion
inadmisibles (por ejemplo, metilo sustituido con 5 grupos fltor). Dichos patrones de sustitucion inadmisibles son bien
conocidos por el técnico experto.

Los compuestos de la invencion sujeto son moléculas adyuvantes que comprende una molécula de oxoadenina
sustituida con un heterociclilo de nitrégeno unida covalentemente a un grupo fosfolipido o fosfonolipido. Los
compuestos de la invencion sujeto estan comprendidos generalmente por la Férmula (1):
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P R (1)

(CHy)p—X Y—|:C L(CHz)m —ofp-z1-a

en la que

R1 = alquilo Css, alquilamino Cis, alcoxi Cis, cicloalquil Cs-galquilo Ci-g, cicloalquil Cs-salquilamino Ci-g,
cicloalquil Cs-galcoxi Cq-6, alcoxi Cisalquilo Ci.6, alcoxi Cq-galquilamino Cs-g, alcoxi Cs-galcoxi Cq-g; y de forma

5 opcional, terminalmente sustituido con un grupo hidroxilo, amino, tio, hidrazino, hidrazido, azido, acetilenilo,
carboxilo, o maleimido;
n = 0-6;

Het es un heterociclo de nitrégeno saturado de cuatro, cinco, o seis miembros en el que
X, Y =CHo N, yal menos uno de X e Y es un atomo de nitrégeno;

10 Q = 0, NH, o un enlace covalente;
Z = O, CH,, CF; o un enlace covalente;
W =0, S;
m = 0-6;
p=102;
15 q=001;
A=
OR,
OR,
o)

I""

-(alquilC2-CeO)o-6

20 en la que

R2 = H o alquilo o acilo C4-C»4 saturado o insaturado;
R3 = alquilo o acilo C4-Cy4 saturado o insaturado;

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Los compuestos de la invencion sujeto se definen generalmente por la Férmula (1X):

(1X)

25
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R1 es alcoxi C1.6 0 alcoxi Ci-salquilo Ci.6
n es 0 o un entero entre 1-2;
XesCHoON;
Qes O, NH
5 m es 0 o un entero entre 1-2;
R2 es H un alquilo o acilo C4-Cy4 lineal, ramificado, o insaturado, y
R3 es un alquilo o acilo C4-Cy4 lineal, ramificado o insaturado;

o las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

Los compuestos de la invencion sujeto se preparan a partir de intermedios de oxoadenina conocidos Ill como se

10 muestra en una realizacién en el Esquema 1 mediante (1) alquilacion de Il con un bromuro de alquilo de un
heterociclilos de nitrégeno protegido adecuado IV, (2) la desproteccion simultanea de los grupos protectores de N y
O de V en condiciones acidas, y (3) cualquier fosfatidilacion directa del sustituyente N-heterociclico de VI(m =0, Q =
enlace unico) con VIl proporciona compuestos de la invencion sujeto VIII en los que m = 0 y Q = enlace unico; o,
como alternativa, la N-alquilacion de VI con un bromuro de amino o hidroxialquilo protegido con N u O seguido por la

15 desproteccion y la O- o N-fosfatidilacion con VII para dar los compuestos de la invencion sujeto VIII en los que m =
2-6 y Q=0 o0 NH.

Esquema 1
NH, Br
B\ (o
)"; I d—ome . [Xj K,CO, NP N\>—0M 4N HCl
R N~ N DMF . l ° dioxano
1 Ill N R N N
1 | (o]
m 0 O cHa—X_ N4
a
v v
9
NH, H-P-0 NH,
OH OR
= N 2 NZ N
S e s
N N
Ry” N7 —\ —_— Ry” N )
(CH,),—X NH (CH,),—X N— (CHz)m—Q—P o
OH }ZORz
VI OR
vl 3

20 En otro aspecto adicional, la invencién comprende un compuesto de acuerdo con la estructura de la Férmula IX, en
la que X es CH.

Ejemplo 1 (Compuesto A1)

Preparacion de la 6-Amino-2-butoxi-9-[N-(2-(1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfo)etil)-4-piperidinilmetil]-8-hidroxipurina
(Compuesto (ll), Ri=n-butoxi, n=1, X=CH, Q=0, Z=0, W=0, m=2, p = 1, R1=R=n-C15H31CO)

/“\ \>—OH

K(j\/\o/ggof\l/\ j\/\/\/\/\A/\/\
e

25 °

(1) Se afadié carbonato de potasio (0,65 g) a una solucién de 6-amino-2-butoxi-8-metoxipurina (0,55 g) en N,N-
dimetilformamida seca (DMF, 5,5ml) y la mezcla de reaccion resultante se calenté a 60 °C durante 1 h. Se
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afadié 4-(Bromometil)-1-piperidinecarboxilato de 1,1-dimetiletilo (0,5 g) utilizando DMF adicional (1,5 ml) para
transferir el bromuro residual y la mezcla de reaccion se agité a 50 °C durante 3 h. Después de 16 h a
temperatura ambiente, se continudé el calentamiento a 50 °C durante otras 5 h hasta completar la reaccion. A
continuaciéon se afadié agua, y la mezcla resultante se extrajo tres veces con acetato de etilo (EtOAc). Los
extractos organicos combinados se lavaron con agua, se secaron (Na;SQO4) y se concentraron. La cromatografia
ultrarrapida sobre gel de silice con MeOH-CHCI3 (gradiente de elucion; 1:99—2,5:97,5) dio como resultado 0,64 g
(94 %) de 4-[6-amino-2-butoxi-8-metoxi-purin-9-iljmetil-1-piperidinecarboxilato de 1,1-dimetiletilo como un sdélido
de color amarillo. RMN 'H (CDCls): & 5,14 (s, 2H), 4,27 (t, 2H), 4,11 (s, 3H), 3,81 (d, 2H), 2,65 (m, 2H), 2,03 (m,
1H), 1,77 (p, 3H), 1,57-1,45 (m, 14H), 1,26-1,17 (m, 2H), 0,97 (t, 3H).

(2) A una solucién del compuesto preparado en (1) anteriormente (0,63 g) en MeOH (16 ml) se afiadié HCI 4,0 M
en dioxano (5,3 ml). Tras agitar 4,5 h a temperatura ambiente, la mezcla de reaccion se concentré y se seco a
alto vacio. La cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice con CHCls-MeOH-H,O (gradiente de elucion;
90:10:1—75:25:1) dio como resultado 0,404 g (85 %) de clorhidrato de 6-amino-2-butoxi-9-(4-piperidinilmetil)-8-
hidroxipurina como un sélido de color blanco. RMN 'H (CDCls): & 4,84 (s, 5H), 4,27 (t, 2H), 3,79 (d, 2H), 3,40 (d,
2H), 2,96 (t, 2H), 2,21 (m, 1H), 1,92 (d, 2H), 1,75 (m, 2H), 1,60-1,47 (m, 4H), 1,00 (t, 3H

(3) A una solucion del compuesto preparado en (2) anteriormente (1,24 g) en DMF (12,6 ml; 0,25 M) se afiadio
KoCO3s (1,74 g). La mezcla resultante se calentd a 60°C durante 1h, se trat6 con 2-bromoetoxi-terc-
butildimetilsilano (0,81 ml), y a continuacion se calenté a 50 °C durante 18 h. La mezcla de reaccion enfriada se
inactivd con agua, se transfirid a un embudo separador, y se extrajo tres veces con EtOAc. Las capas organicas
combinadas se secaron (Na>SQO4) y se concentraron. la cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice dio como
resultado dio como resultado 1,25g (83 %) de 6-amino-2-butoxi-9-[N-(2-O-terc-butildimetilsilil)etil)-4-
piperidinilmetil-]-8-hidroxipurina como un sélido blanquecino. RMN (CDCI3-CD3zOD, 400 MHz): & 4,26 (m, 4H),
3,75 (m, 4H), 3,36 (m, 2H), 2,96 (m, 2H), 2,54 (t, 2H), 1,92 (a s, 1H), 1,73 (m, 2H), 1,66 (m, 2H), 1,40-1,51 (m,
5H), 0,98 (t, 3H), 0,89 (m, 9H), 0,06 (s, 6H).

(4) A una solucion del compuesto preparado en (3) anteriormente (2,74 g) en MeOH (41 ml) se afiadié HCI 4.0 M
en dioxano (5,7 ml). Tras agitar 0,5 h a temperatura ambiente, la mezcla de reaccién se concentré y se seco a
alto vacio. La cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice con CHCl-MeOH-H,O (gradiente de elucion;
90:10:1—75:25:1) dio como resultados 2,29 g (100 %) de clorhidrato de 6-amino-2-butoxi-9-(N-(2-hidroxietil)-4-
piperidinilmetil)-8-hidroxipurina como un solido de color blanco. RMN 'H (CD3;0D, 400 MHz): & 4,53 (t, 2H), 3,87
(m, 4H), 3,66 (d, 2H), 3,22 (m, 2H), 3,01 (t, 2H), 2,21 (m, 1H), 1,98 (d, 2H), 1,81 (m, 2H), 1,68 (m, 2H), 1,52 (m,
2H), 1,01 (t, 3H).

(5) una solucion del compuesto preparado en (4) anteriormente (51 mg) y hidrogenofosfonato de 1,2-dipalmitil-
sn-glicerilo (93 mg; compuesto V1, Ri=Rz=palmitoilo) en piridina (6,4 ml) se traté con cloruro de pivaloilo
(0,047 ml) y la mezcla de reaccion resultante se agitd a temperatura ambiente durante 6 h. A continuacion se
afadié una solucion de yodo (129 mg) en piridina-agua (19:1, v/v), y la mezcla de reacciéon se agitdé a
temperatura ambiente durante 1 h, se diluydé con CHCIs, y a continuacién se inactivé con Na»S;0s 1 M. La capa
acuosa se extrajo dos veces con CHCI3 y las capas organicas combinadas se lavaron con borato de trietilamonio
1 M (pH 8). La capa organica se sec6 (Na;SO4) y se concentrd. La cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice
con CHCI3-MeOH-Et;N (gradiente de elucion; 90:10:1—75:25:1) dio como resultado 38 mg (30 %) de 6-amino-2-
butoxi-9-[N-(2-(1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfo)etil-4-piperidinilmetil]-8-hidroxipurina como un sélido blanquecino.
RMN 'H (CDClI5-CDsOD, 400 MHz): & 5,17 (s a, 1H), 4,32 (dd, 1H), 4,20-4,09 (m, 5H), 3,98 (t a, 2H), 3,69 (d a,
3H), 3,23 (s a, 1H), 1,86 (s a, 4H), 1,69 (m, 2H), 1,53 (s a, 4H), 1,42 (dd, 2H), 1,20 (m, 48H), 0,91 (t, 3H), 0,83 (,
6H); HRMS calculado para [M-H] Cs2HgaNgO10P 993,6768, encontrado 993,6782.

Ejemplo 2 (Compuesto A2)

Preparacion de 6-Amino-2-butoxi-9-[N-(2-(1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosforamido)etil)-4-piperidinilmetill]-8-
hidroxipurina (compuesto (Il), Ri=n-butoxi, n=1, X=CH, Q=NH, Z=0, W=0, m=2, p = 1, R1=R;= n-C15H31CO)

NH,
x—N,
jpas
/\/\o N N
O
N P )
NN /ﬁ\/\/\/\/\/\/\/\
N (l)HO/\l/\O
O\n/\/\/\/\/\/\/\/

e}

(1) De la misma manera como se describe en el Ejemplo 1-(3), el compuesto preparado en el Ejemplo 1-(2)
(107 mg) se alquilé en DMF (1.1 ml) con bromuro de 2-(terc-butoxicarbonilamino)etilo (67 mg) en presencia de
K>CO3 para dar 84 mg (67 %) de 4-[6-amino-2-butoxi-8-metoxi-purin-9-ilmetil-1-piperidiniletillaminilcarboxilato de
1,1-dimetiletilo como un sélido blanquecino. RMN 'H (CDCI;-CD3;0D, 400 MHz): & 4,25 (t, 2H), 3,73 (d, 2H), 3,38
(m, 2H), 3,20 (m, 2H), 2,89 (m, 2H), 2,44 (m, 2H), 1,97 (t, 3H), 1,75 (m, 2H), 1,66 (m, 2H), 1,42-1,51 (m, 11H),
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0,97 (t, 3H).

(2) De la misma manera como se ha descrito en el Ejemplo 1-(4), el compuesto preparado en (1) anteriormente
(83 mg) se desprotegié en N con HCI 4 N en dioxano para dar 58 mg (74 %) de diclorhidrato de 6-amino-2-
butoxi-9-[N-(2-aminoetil)4-piperidinilmetil]-8-hidroxipurina como un sdlido blanquecino. RMN 'H (DMSO-ds,
400 MHz): 6 4,15 (t, 2H), 3,58 (d, 2H), 2,88 (t, 2H), 2,81 (d, 2H), 2,46 (t, 2H), 1,91 (t, 2H), 1,79 (m, 1H), 1,64 (m,
2H), 1,52 (m, 2H), 1,39 (dd, 2H), 1,28 (m, 2H), 0,91 (t, 3H).

(3) una solucion de hidrogenofosfonato de 1,2-dipalmitoil-sn-glicerilo (167 mg; compuesto V1, Ri=R,=palmitoilo)
en piridina (11,3 ml) se tratd con clorotrimetilsilano (0,087 ml) y trietilamina (0,126 ml) y la mezcla de reaccion
resultante se agité a temperatura ambiente durante 0,5 h. Una suspension del compuesto preparado en (2)
anteriormente (37 mg) y trietilamina (0,126 ml) en piridina (2,3 ml) se afiadié a la mezcla de reaccién seguido por
la adicién de yodo (75 mg). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 2 h, se concentro, y
se evaporo simultaneamente dos veces con tolueno. La cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice con CHCls-
MeOH-Et:;N (gradiente de elucion; 90:10:1—75:25:1) dio como resultado 39 mg (18 %) de 6-amino-2-butoxi-9-[N-
(2-(1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosforamido)etil-4-piperidinilmetil]-8-hidroxipurina como un sélido vitreo naranja. Rf
(CHCI3-CH30H-H,O-NH,OH) = 0,68.

Ejemplo 3 (Compuesto A3)

Preparacion de 6-Amino-2-butoxi-9-[1-(1, 2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosforamido)-4-piperaziniletil]-8-hidroxipurina
(Compuesto (Il), Ri=n-butoxi, n=2, X=N, Q=enlace unico, Z=0, W=0, m=0, p = 1, R1=R2= n-C45H31CO)

NH,

(1) De la misma manera como se describe en el Ejemplo 1-(1), 6-amino-2-butoxi-8-metoxipurina (131 mg) se
alquilé en DMF con 4-(bromoetil)-1-piperazinecarboxilato de 1,1-dimetiletilo (120 mg) en presencia de K,CO3
para dar 124 mg (74 %) de 4-[6-amino-2-butoxi-8-metoxi-purin-9-il]etil-1-piperazinacarboxilato de 1,1-dimetiletil
como un solido de color amarillo claro. RMN 'H (CDCI5-CD30D, 400 MHz): & 5,66 (d, 2H), 4,25 (t, 2H), 4,05 (t,
2H), 4,10 (s, 3H), 3,35 (a s, 4H), 2,71 (t, 2H), 2,46 (a s, 4H), 1,76 (m, 2H), 1,48 (m, 2H), 1,45 (s, 9H), 0,96 (t, 3H).
(2) De la misma manera como se describe en el Ejemplo 1-(2), el compuesto preparado en (1) anteriormente
(124 mg) se desprotegié en N con HCI 4,0 M en dioxano para dar 87 mg (77 %) de clorhidrato de 6-amino-2-
butoxi-9-(4-piperaziniletil)-8-hidroxipurina como un solido de color blanquecino. RMN 'H (CD;OD, 400 MHz) &
4,26 (t, 2H), 3,96 (m, 2H), 3,11 (m, 5H), 2,78 (m, 7H), 1,73 (m, 2H), 1,48 (m, 2H), 1,38 (m, 1H), 0,98 (t, 3H); RMN
3C 161,8, 155,6, 150,8, 149,7, 100,1, 68,8, 55,9, 50,8, 44,2, 37,7, 31,9, 20,1, 14,1; HRMS calculado para [M+H]*
C15H25N702 336,2136, encontrado 336,2148.

(3) De la misma manera como se describe en el Ejemplo 2-(3), el compuesto preparado en (2) anteriormente
(288 mg) se fosfatidilé con hidrogenofosfonato de 1,2-dipalmitoil-sn-glicerilo (518 mg) para dar 313 mg (46 %) de
6-amino-2-butoxi-9-[1-(1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosforamido)-4-piperaziniletil]-8-hidroxpurina como un sélido de
color castafia. RMN 'H (CDCI3-CD3;0D, 400 MHz): & 5,11 (s a, 1H), 4,28 (d, 1H), 4,12-4,01 (m, 5H), 3,76 (s a,
2H), 3,60-2,60 (m, 11H), 2,21 (m, 4H), 1,65 (m, 2H), 1,49 (m, 4H), 1,39 (c, 2H), 1,17 (m, 48H), 0,88 (t, 3H), 0,81
(t, 6H); HRMS calculado para [M-H]- CsoHg2N7O9P 964,6616, encontrado 964,6600.

Los inventores evaluaron la capacidad de los ligandos de TLR7 para promover diversos aspectos de la respuesta
inmunitaria en ratones. Se investigd especificamente la inmunidad innata para concluir si los compuestos de TLR7
lipidados eran capaces de inducir quimioquinas innatas y citoquinas proinflamatorias. Esta respuesta inmunitaria
innata proporciona al cuerpo una proteccion no especifica inicial frente a los patégenos. Entre estas quimioquinas y
citoquinas innatas, se piensa que IFN de tipo | se va a requerir para la programacion de los linfocitos T CD8 no
expuestos a tratamiento anteriormente con respecto a la supervivencia, diferenciacion y desarrollo de la memoria.
Los estudios de ratones han sugerido también que la magnitud y duracién de la inflamacion regula la velocidad a la
cual los linfocitos T CD8+ adquieren las caracteristicas de memoria.
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Ejemplo 4 Preparacion de liposomas TLR7-DPPC

10,4 ml de TLR7-L A1 lipidada a 10 mg/ml en cloroformo se transfirieron en un vial de vidrio de fondo redondeado. A
este vial se afiadieron 18,4 ml de DPPC solubilizado en cloroformo a 100 mg/ml. 21,9 ml de compuesto L-TLR7
lipidado solubilizado con A3 a 5 mg/ml en cloroformo se transfirieron a un vial de vidrio de fondo redondeado. A este
vial se afiadieron 20 ml de DPPC solubilizado en cloroformo a 100 mg/ml. Se evaporé el cloroformo en un Rotavapor
Blchi con una lenta disminucién de presién. La pelicula obtenida se desecé adicionalmente al menos durante la
noche en un desecador al vacio. Después de eso, la pelicula lipidica se hidraté lentamente en un agitador orbital
(velocidad maxima: 250 rpm) usando PO4 50 mM - NaCl 100 mM, pH 7 tampén precalentado a 60 °C.

Tras la finalizacion de la resuspension, Se llevé a cabo una etapa de hinchamiento a fin de aumentar adicionalmente
la hidratacién del fosfolipido, esta consiste en incubar la preparacién a temperatura ambiente. A continuacion la
suspension se pre-homogeneizd usando un homogeneizador de rotor-estator (X620 CAT) durante 12 min a 8000
rpm,.

A continuaciéon se llevd a cabo la microfluidizacion utilizando un microfluidizador (Modelo 110S-Serie 90181-
Microfluidics Corporation) a 6 bares manteniendo a la vez la camara de microfluidizacion a aproximadamente 40 °C.
Se consiguio la filtracion en estéril en un filtro PES (GD/X 0,2 ym, 25 mm, Whatman).

Ejemplo 5: 20080672: modelo SIV-p27 - liposomas DPPC - A3 y A1

Las moléculas A3 y A1 lipidadas se evaluaron in vivo. Las formulaciones que contenian SIV-p27 resumidas en la
Tabla 1 se usaron para vacunar ratones C57BL/6 hembra de 6-8 semanas de edad (10/grupo). Los ratones
recibieron dos inyecciones intramusculares de 50 pl, con 14 dias de separacion y se mezclaron en diferentes puntos
temporales tras la estimulacion y el refuerzo como se ilustra a continuacion.

12 inyeccidn 22 inyeccion
IM IM
DiAS
>
DO 3h 24 D14

Quanns
dones
o
‘nllll N
-

Extraccion de sangre parcial Extraccion de sangre parcial
Citoquina sérica PBLs (Linfocitos T CD4/CD8)

Las respuestas inmunitarias innatas y adaptativas inducidas por las formulaciones que contienen los agonistas de
TLR7 y el adyuvante AS01B registrado (QS21+MPL) se compararon también con el inducido por las formulaciones
que contienen el AS01 B correspondiente y los liposomas DPPC vacios.

Tabla 1: TABLA RESUMEN DEL CONTENIDO DE LAS FORMULACIONES
Todos los compuestos estan en ug salvo que se indique otra cosa.

Grupos vacunados SIV-p27 MPL QS21 A3* A1* DPPC CpG
p27 1B + DPPC vacio 5 5 5 - - 3970 -
p27 1B + 200 ug de A3-DPPC 5 5 5 200 - 3235 -
p27 1B + 45 ug de A3-DPPC 5 5 5 45 - 726 -
p27 1B + 4,5 ug de A3-DPPC 5 5 5 4,5 - 73 -
p27 1B + 200 ug de A1-DPPC 5 5 5 - 200 2519 -
p27 1B + 45 ug de A1-DPPC 5 5 5 - 45 566 -
p27 1B + 4,5 ug de A1-DPPC 5 5 5 - 4,5 57 -
p27 1B + CpG 5 5 5 - - - 42
no expuesto a tratamiento ) ) ) ) ) ) )
anteriormente

* Las dosis se basan en la cantidad de TLR7-L usado para fabricar los liposomas A1- DPPC y A3-DPPC. Las
dosis inyectadas reales pueden ser inferiores debido a la pérdida de la duracion de la filtracion
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Se observaron diferentes perfiles de citoquinas entre el grupo de referencia AS01B y las formulaciones que
contienen los grupos inmunizados con TLR7-L. Poco después de la inyeccion (3 h), Se detecté IFN-alfa de una
manera dependiente de la dosis em el suero de los ratones inmunizados con TLR7-L cuando se formularon en un
liposoma-DPPC (Figura 1). Dicha respuesta innata de IFNa sérico no se observé cuando los TLR7-L se formularon
en un liposoma-DOPS/DOPC (no se muestran los datos).

Otras citoquinas inflamatorias tales como TNF-a and IL-6 se potenciaron cuando A3 o A1 estuvieron presentes en
las formulaciones, siendo A1 mas potente que A3 (Figura 2). La quimioquina MCP-1 se potencié también en
presencia de ambos compuestos (Figura 3). En total, Estos datos muestran que las moléculas lipidadas TLR7-L son
eficaces en la induccion de IFN de tipo | y en la potenciacion de las respuestas de las citoquinas proinflamatorias
cuando se combinan con una formulacion basada en MPL/QS21.

Las moléculas TLR7 usadas aqui no potenciaron ademas la respuesta de los linfocitos T adaptativos en
comparacion con el grupo de referencia AS01 (no se muestra los datos)
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de acuerdo con la estructura de la Formula IX,

(IX)
NH,

NZ N
A\
R; N | o

/ \ [l
(CH)y—X  N—(CH)y—Q—F—0
\_/ OH EORZ
OR

3

R1 es alcoxi C1.6 0 alcoxi Ci-salquilo Ci.6
5 n es 0 o un numero entero entre 1-2;
XesCHoON;
Qes O,NH
m es 0 o un numero entero entre 1-2;
R2 es H o un alquilo o acilo Cs-Cy4 lineal, ramificado, o insaturado, y
10 R3 es un alquilo o acilo C4-Cy4 lineal, ramificado, o insaturado;

o sales farmacéuticamente aceptables del mismo.
2. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que X es CH.

3. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, seleccionado entre el grupo que consiste en

NH,
N
/\/\O)I\)Nj/iN>_OH

0
15 (A1)
NH,
N
pas
/\/\OJ\N/ N>_
0 0

(A2),

10
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(A3);
o sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

4. El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 3, que tiene la estructura:

NH,
N T
/\/\o)l\)N/I'\?_OH

o sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

5. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 3, que tiene la estructura:

NH,
N T
/\/\OJI\JNIN}OH

o sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

10 6. El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 3, que tiene la estructura:
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o sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

7. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para su uso como un adyuvante de
vacuna.

8. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para su uso en un procedimiento para
inducir una respuesta inmunitaria innata, induciendo una respuesta IFN de tipo 1 o potenciando las citoquinas
proinflamatorias.
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Produccion de IFNa, IL12p70 e IFNg: citoquinas proinflamatorias detectadas en suero
3 hy 24 h después de la 12 inyeccion

™ 1
1200 - IFNa 3H p
BIL12p70 3H p1
BIFNg 3H pl

1000 -
800 -
B@IFNa 24H p1

IL12pT0 24H p1
OIFNg 24H p1

Citoq. proinflamatoria (pcg/ml)
2
(=]

200 -
n e
P ©
40.\ ﬁqo QQ f \9*2 *?QQO Kfo xoqe’
& v ¥ ¥ o
S T ;
» R » o L 2

13



ES 2732999 T3

Producciéon de TFNa, IL6 e IL10: citoquinas proinflamatorias detectadas en suero 3 h
v 24 h después de la 12 inyeccién
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Produccién de MPC-1: quimioquina detectada en suero 3 h y 24 h después de la 12

inyeccion
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