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ASIGNATURAS DE LOS CURSOS DE DOCTORADO 2009.
CONCEPTOS BASICOS EN QUIMICA SOSTENIBLE.

La Quimica Sostenible es un concepto relativamerttéerno, por eso es importante establecer
unas bases a partir de las cuales sea posible@Esatompuestos, metodologias y alternativas
que permitan llevar a cabo procesos quimicos nspeteosos con el medio ambiente.

APLICACIONES INDUSTRIALES.

El objetivo ultimo de los procesos quimicos esplicacion industrial de los mismos. Del mismo

modo, esta asignatura permite apreciar la impadade desarrollar procesos industriales
respetuosos con el medio ambiente y como en lovadtanos, la Quimica Sostenible se esta
introduciendo cada vez mas en las diferentes irdast

MICROONDAS. PROCESOS SIN DISOLVENTE.

Mediante el empleo de equipos de microondas adaptadintesis quimica se pueden
llevar a cabo reacciones que con medios converde®mpaoducirian un enorme gasto de
materia y energia, por tanto en esta asignaturaségs ventajas de las reacciones con
microondas Yy sin disolvente para la Quimica Sokteni

MICROORGANISMOS EN BIOTRANSFORMACIONES.

Las células microbianas se han demostrado muysutie la sintesis de determinados
compuestos. Ademas, el desarrollo actual de laniega genética ha permitido la aparicion de
células mejoradas para el empleo en este tipo @mepvs. Asi pues, en esta asignatura se ha
podido apreciar la utilidad de las células pareaitea cabo reacciones quimicas respetuosas con
el medio ambiente.

POLIMEROS ORGANICOS. APLICACIONES EN QUIMICA SOSTHBLE.

En esta asignatura hemos estudiado las difererites de sintesis y métodos de
caracterizacion de reactivos/catalizadores sopamstacasi como las principales
aplicaciones de estos materiales en Quimica so#teni

BIOTRANSFORMACIONES INDUSTRIALES.

En esta asignatura se ha podido apreciar el endglemzimas en los procesos industriales. Asi
mismo, esta asignatura permite conocer las distitdanicas de procesos de escalado en las
reacciones enzimaticas y su gran desarrollo.

CATALISIS ENZIMATICA.

En esta asignatura se ha podido analizar la apitae las enzimas como catalizadores
bioldgicos de reacciones quimicas. Las enzimasragnversatiles, capaces de llevar a
cabo una gran diversidad de procesos quimicoggmoen los Ultimos afios ha
demostrado su gran capacidad para desarrollarilaiCaSostenible.
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Introduccion

I.1- Importancia biolégica de los carbohidratos.

En la naturaleza existen cuatro clases importaldeaacromoléculas: acidos nucléicos,
proteinas, polisacaridos y lipidos. A diferenciala® acidos nucléicos y las proteinas
qgue presentan una disposicién lineal con un Gnigo ¢te unién de sus unidades
constitutivas, los polisacaridos presentan estrastualtamente ramificadas, cuyas
unidades monomeéricas se puede unir unas a otraslifgoentes posiciones y con
diferente estereoquimica. Esta complejidad permaitdos carbohidratos presentar
variaciones casi ilimitadas en su estructura y, f@rto, una gran cantidad de

informacion molecular.

Los carbohidratos constituyen el tipo de biomolésuinas abundantes en el planeta.
Juegan papeles muy diversos en la naturaleza, coeservas energeéticas,
reconocimiento molecular para el trafico intracalub en las interacciones que se
producen entre microorganismos patdgenos Yy virasl@superficie de las células de
mamiferos. Los carbohidratos, presentes tanto dentro comdaesuperficie de las
células, median en multitud de procesos biologmes son fundamentales tanto en el
mantenimiento de la salud como en las distintasi@gitas de los seres vivos (Figura
1)2 % Normalmente los carbohidratos estan unidos cotetieente a otras moléculas
como proteinas o lipidos, en forma de glicopro&®imaoteoglicanos o glicolipidos,
formando lo que conocemos como glicoconjugados. es&ructura molecular y
supramolecular de estos glicoconjugados les camfiema importante propiedad, la
multivalencia®® Generalmente, la valencia de una particula (@ngjo, una molécula
pequefia, oligosacarido, proteina, acido nucléipald, etc.) puede ser definida como el
namero de unidades estructurales separadas desamortipo que pueden interaccionar
con otras particulas mediante interacciones ligaadeptor. De este modo, podemos
considerar que una molécula que tenga dos copasidds y unidas de componentes de
unién puede clasificarse como una entidad divalédgeforma similar, las interacciones
multivalente o polivalentes pueden definirse cormacaciones simultaneas especificas
de mudltiples ligandos (o epitopos) presentes en agmestruccion molecular o una
superficie bioldgica que se unen de forma cooperaimultiples receptores expresados
en una unidad complementaria. La ubicuidad de aestasacciones multivalentes a
distintos niveles en numerosos mecanismos biol&diestifican su papel esencial. De

hecho, la multivalencia en la naturaleza es a merugresada en forma de fractales o
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Introduccion

estructuras “dendriticas” que representan quizagofmlogia mas representativa

observada en el reino animal y vegétal.

Bacteria
/I

i |
Toxina ,F\,""- -_".-—L_-.-f-r_,ﬁ__r_ >
Anticuerpo ) Tat "} i

Glicoproteina

glohular . :
Glicoproteina

Oligosacarido
alfa-hélice

Figura 1. Representacion de algunas de las interaccionescaiates que ocurren en la

membrana celular donde participan glicoconjugados.

Aunque los carbohidratos y sus correspondientesiaerglicoconjugadas han sido
consideradas durante mucho tiempo como meras egilie relleno o elementos post-
transcripcionales accesorios en glicoproteinas, spregian para protegerlas de una
degradacion prematura, ha quedado claro que tastas @licoproteinas como los
glicolipidos o los glicosaminoglicanos glicoconjdga tienen una gran variedad de
funciones bioldgicas adicionales. De hecho los afddratos estan expresados en la
mayoria de las superficies celulares de los maasfgrse unen a proteinas o lipidos de
membrana formando glicoproteinas o glicolipidogpeevamente; también pueden
estar conjugados a estas entidades celulares fdomaoteoglicanos embebidos en la
membrana celular y agregados de forma ramificadéen#és, estos oligosacéridos
constituyen transductores de sefiales entre el medi@ e intracelulat. ' Estas
estructuras glicosiladas son la diana de la pras@mt inicial ante microorganismos,
toxinas y anticuerpos, también controlan la vidadimele las proteinas o son parte
esencial de mecanismos de unidn especifica. AdsenAa observado su importancia en
el reconocimiento intercelular, en la sefalizacidelular y como ligandos para

infecciones viricas o bacterianas™ Por tanto, constituyen la primera linea de contact
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Introduccion

para la adhesion y colonizacion tisular de numer@stdgenos que expresan proteinas
de unidn a carbohidratos o lectinas. De hecho, prialicroorganismos infecciosos se

valen o evitan los mecanismos de defensa inmurtando, con sus propias estructuras
glicosidicas, a importantes receptores o deterresaantigénicos del huésped. Como
consecuencia de esto los patégenos son transpeiagiess 6rganos diana por el propio

sistema de transporte celular del organismo infiecta

A pesar de su critica importancia, las interacgomarbohidrato-proteina estan
caracterizadas paraddjicamente por unas constdatasociacion relativamente débiles
(mili-micromolar)*® ** En la naturaleza normalmente se compensa estacisitu
mediante la exposicidon de numerosas copias de isso8 carbohidratos que actuan
como ligandos en los dominios extracelulares. Carmgemente, estas interacciones se
convierten en unas fuerzas de atraccion muy patenédorzadas de forma natural,
cuando varias copias del ligando se presentaneptes agrupados de forma similar
(Figura 2). Este fendmeno, resultado de un efeickérgico y cooperativo, se conoce
como “efecto dendritico o glicoclustety se observé por primera vez en los receptores
de asialoglicoproteinas de los hepatocifo€n su versibn mas extendida, esta
normalmente asumido que este efecto tiene su odgeda afinidad aumentada de un
glicésido multivalente hacia su dominio de reconvento de carbohidratos (DRC)
ocupando completamente el sitio activo en un momeeterminado. Esta ampliamente
aceptado que este fendmeno tiene su base en uailiestion por efectos de
entrecruzamiento del glicocluster de tipo macrommmEs un hecho establecido que la
multivalencia ofrece numerosos beneficios en téomie afinidad y selectividad hacia
el receptor frente a las interacciones monovalentgaiede inducir una organizacion
particular de la superficie celular muy importarége el control de las vias de
transduccion de sefiales entre célifas.

Sorprendentemente los mamiferos sélo emplean nmuewesacaridos diferentes, que se
combinan en una ingente cantidad de estructurasedies. Las variaciones en la
configuracion anomérica y los enlaces de unioneehis monosacaridos son los
responsables de desvelar los variados “glicocétigeistentes.’ Como consecuencia

de esto, las diferentes arquitecturas y expresitomsidgicas que se obtienen son el
origen de la elevada especificidad y selectividaquerida para una interaccion
determinada. También es interesante resaltar queso en glicanos tan complejos

como MaRGIcNAC,, sélo una parte de la estructura esté implicadestrs procesos de
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Introduccion

union, e incluso a veces solo los grupos periférg® ven involucrados en la unior
centro activo del receptor. Por tanto, las intemaees multivalentes se entienden cc
una estreegia omnipresente que ha evolucionado en la daaargara un sinnimero
funciones diferentes, y que provee de numerososfibars y funciones unicas que

se pueden obtener mediante interacciones monogal

@ <> _— A

Complejo

Receptor Ligando
& monovalente

monovalente monovalente

3 O
3 O - B
3 O

Receptor Ligando Complejo
multivalente multivalente multivalente

Figura 2. Representacién general de una interaccion lig-receptor monovalente (A); y ¢

una interaccion ligando receptor multivalente

Los mecanismos principales que producen el increanda la afinidad de la unic

multivalente son los siquient
- Efecto quelato

Se produce en aquellas proteinas o en agregadasgmidos de éstas donde posible
la unién simultanea de méas de un ligando de un misistema multivalent Después
de la unidén del primer ligando, la union de un selgudeberia ser mas senc debido a
que los costes entropicos translacionales y ratatés ya han sido cubier en la

primera union (Figura 3aEl efecto quelato también puede ocurrir cor ligandos que
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Introduccion

no sean idénticos en dos lugares de union difeserigunos de los efectos de
multivalencia més significativos han sido atribiido este efecto, especialmente en la
inhibicién de toxinas y otras proteinas con masiméugar de unién, como el receptor
de asialoglicoproteinas de higado humano descoitd@€” o la aglutinina del germen
de trigo (WGA)*®

- Efecto de reasociacion estadistica
En los casos en los que la longitud entre las deslale carbohidrato es demasiado
corta para permitir el efecto quelato o donde #gina posee un unico lugar de unién,
el incremento en la afinidad se debe fundamentabnah efecto de reasociacion
estadistich? (Figura 3b). La constante cinética de disociagi@nun carbohidrato
multivalente es mucho mas lenta en comparaciérundigando monovalente, debido a
la proximidad entre los ligandos, uno de los caidraios puede ocupar un lugar de
union después de que otro lo abandone, resultandaneincremento neto en la

afinidad?®

—.

W, -

b)J+ }# _;}-‘————"‘“ ,__/}

= Uniclad de proteina = Unidad de carbohidrato

Figura 3. A) Representacion del efecto queld).Representacion del efecto de reasociacion

estadistica.

- Entrecruzamiento (“cross-linking”)
Este efecto se produce en aquellas proteinas epentidos o mas lugares de unién. Se
forman agregados ordenados, con una repeticion ¢gd@mea proteina-carbohidrato-
proteina (Figura 4) y un espaciado regular que defiere una alta estabilidad
termodinamica a este entrama&dd° Se sabe que el proceso de entrecruzamiento ocurre
en muchos casos de multivalencia, pero no estéldam en qué medida el aumento de
la afinidad se debe a este proceso y si se puddeentiar de la reasociacion

estadistic&®
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Introduccion

Otros efectos no quelato que pueden participal &némeno de multivalencia son la
estabilizacion estéri6ay la presencia de un lugar de unién secundaridayu@ezca la

unién?’ Los efectos no quelato suelen provocar un aunmeampequefio de la afinidad
que en aquellos casos donde el mecanismo quelabpezativo, donde se producen
aumentos exponenciales de la afinidad. Sin embatgmdo los ligandos multivalentes
son grandes y contienen muchas subunidades deh@indtos, los efectos no quelato
contribuyen de manera muy importante al aumenttaddinidad. Esto ocurre de por
ejemplo en los casos de dendrimeros de poli(amioh@rtPANAM). EI mecanismo en

este ultimo caso ha sido llamado mecanismo intdedifusion o también “bind and

slide”, que también es operativo en la unién deéginas al ADN?®

JEE N b)

1 5 = _
'y o 's ‘m ., o T -
— = — ;= — Py + i + 5 oS +
k , k v L v 4 4 ‘ )
| | ! ] 2 |
i ) [ L) g o g
L s — - P _f' = — s & -
— = = - _| - | NS
Y e g
f ] i
c } = - = F ) o —
- P R o -_—
; = Unidad de proteina = Uniclad de carbohidrato

Figura 4. Representacion del entrecruzamiento entre carlsibiglry proteinas.A)
Entrecruzamiento entre una proteina tetravalenia {igando bivalenteB) Entrecruzamiento
de un ligando tetravalente con una proteina bivalé€l) Entrecruzamiwnto de una proteina

bivalente con un ligando bivalente.

[.2- Neoglicoconjugados multivalentes.
[.2.1- Definicion y tipos de neoglicoconjugados miivalentes.

Los neoglicoconjugados son analogos sintéticos ds Icorrespondientes

glicoconjugados naturales (glicolipidos y glicopioas) que mimetizan el
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Introduccion

comportamiento de éstos en su interaccion con elion€uando estas estructuras
presentan un efecto multivalente se les denominanerglmente como
neoglicoconjugados multivalentes

Los neoglicoconjugados multivalentes intentan mimaetlas estructuras complejas que
estan involucradas en el proceso de reconocimiealolar, asi como el resto de
procesos biolégicos que median los carbohidratostodos los casos, los ejemplos
naturales se simplifican por disefios mas sendjjl@sincluyen: un armazén molecular,
un epitopo de carbohidrato que sirve como ligando gspaciador que une el ligando
con el armazdén molecular. Estos compuestos presantaserie de ventajas frente a los
correspondientes productos naturales. Principaknestin mucho mas faciles de
sintetizar que las estructuras naturales, se pueritr de forma sencilla la simetria del
armazon molecular, la longitud y propiedades dpheisdor, asi como su tamafio y el
namero de epitopos sacaridicos (la “valencia”). ®av lado podemos afiadir grupos
funcionales diferentes a los presentes en medaméditos, fragmentos fluorescentes,
asi como otros fragmentos que ayuden a dirigioalpuesto hasta el tejido diana. Sin
embargo, escoger el armazon molecular y el espactadrecto, es crucial para el éxito
en la sintesis de neoglicoconjugados como ligamdosita afinidad por la proteina
diana. Esto es debido a que estos elementos es#lest determinan el tamanio, la
disposicién tridimensional y la valencia funciodal neoglicoconjugadd.

En el disefio de estos neoglicoconjugados hay guer ten cuenta, ademas de la
multivalencia expuesta anteriormente, otra seriecalgsideraciones importantes. En
primer lugar, la existencia en las lectinas de asilpe sitio de uniéon secundario no
especifico para un carbohidrato. Muy a menudo,sestgeptores suelen presentar
interacciones hidrofobicas vecinas al sitio de nrd@l carbohidrato. Por tanto, si se
quiere mejorar la afinidad, la naturaleza del aglidel carbohidrato puede ser critica.
Entre los tipos de neoglicoconjugados multivalente®s usados cabe destacar los
péptidos y proteina¥, los liposomas® los dendrimerod. los calixarenog’ las

ciclodextrinas’® oliggmeros y polimerd$y las nanoparticuld(Figura 5).
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Herramientas empleadas
en Glicobiologia

Figura 5. Neoglicoconjugados multivalentes para el estudiocinderacciones carbohidrato-

proteina.

[.2.2- Aplicaciones de los neoglicoconjugados mulalentes.

Como se mencioné anteriormente, las interaccionedtivaentes carbohidratos-

proteinas median muchos procesos fisiologicos pp@ologicos importantes. Sin

embargo, su completa comprension sufre de la cgiogdenatural de los hidratos de
carbono que resultan de su biosintesis o de lausubin de diferentes grupos asociados
a posiciones especificas a lo largo de la secaetei oligosacaridos. Numerosas
funciones clave de los carbohidratos dependen aeideoheterogenicidad observada,
asi como de a la bien definida organizacion agrapdcion el fin de estudiar,

caracterizar, comprender y manipular estas criticdsracciones, se han hecho
sorprendentes avances en el aislamiento y purificade glicoconjugados naturales, se
ha llevado a cabo su analisis estructural, asi cpraoesos de degradacion parcial o
selectiva. Aun asi, la sintesis quimica o quimiowatica de ligandos de carbohidratos
multivalentes es probablemente el método de elecpara proporcionar estructuras
multivalentes a medida, desarrolladas como efextorenhibidores de mecanismos
bioldgicos. En consecuencia, es necesario abolddproblema inherente de la alta
especificidad y la afinidad que presentan estoersis multivalentes mediante la

optimizacién simultanea de los factores que inggr@n tanto en la multivalencia, como
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en la especificidad de los grupos de la molécuasguunen a sus proteinas de unién a

carbohidratos especificos.

Para lograr estos objetivos, los glicoquimicos redtabajando activamente en un
enfoque que puede ser resumido en la Figura 6etagms que se desarrollan en este
proceso se pueden expresar de la siguiente mabespuées de la evaluacion de los
genomas de bacterias o virus, el andlisis protemnyida busqueda de proteinas de
unién a carbohidratos mediante homologia a traeda Bioinformatica, la presencia de
una de estas proteinas se confirma. Para lectiaecterlanas o virales, las proteinas
aisladas se pueden marcar con sondas fluorogérieagspecificidad de union al
ligando de la lectinas fluorescentes se determmanees por chips de carbohidratos
como el que esta libremente accesible desde elo@tama for Functional Glycomics
para identificar el mejor oligosacaridos que gemespuestd’ Los microchips mas
recientes suelen estar constituidos de aproximaa@n0 carbohidratos naturales y
sintéticos (version 3.10%** Una vez que los residuos esenciales de los cattaods
(epitopos) responsables de la actividad biologicatirés se identifican, los candidatos
principales se validan mediante el uso de una skriensayos de union, tales como
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), ELLA Zgne-linked lectin assay),
ITC (isothermal titration calorimetry), SPR (sudaglasmon resonance), FRET
(fluorescence resonance energy transfer), cristafi@gde rayos X, y técnicas analogas.
Las afinidades de union relativas de ligandos shgaridicos confirmados se evalla a
continuacion junto con un grupo de oligosacaridospkes, idealmente con un
monosacarido como el objetivo mas simple para disimla complejidad de la sintesis
y encauzar la optimizacion que se puede obtenerQ®AR (quantitative structure-
activity relationship). Los glicomiméticos resultas se transforman ain més en las
estructuras multivalentes como glicodendrimeros tquabién deben someterse a una

optimizacién del nucleo estructural de la molécula.
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Identificacion de proteinas de union a
carbohidratos implicadas en patogenicidad

Carbohydrate microarays
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Figura 6. Pasos implicados en el descubrimiento de glicodedos multivalentes y en el

proceso de su optimizacion.

[.3- Dendrimeros como neoglicoconjugados multivaléas para el estudio de su

implicacidén en procesos de reconocimiento molecular

[.3.1- Definicidon de dendrimero.

Un dendrimero es una macromolécula sintética mgpedsa altamente ramificada y
polifuncional, constituida por unidades repetiti@@nominadas generaciones) que
estan unidas quimicamente entre si mediante uregwaarborescente alrededor de un
centro multifuncional denominado nucl€o.*® Por lo tanto, a diferencia de los
polimeros tradicionales, que presentan una estauatolecular polidispersa lo cual es
un inconveniente para su aplicacion a procesosstridles, los dendrimeros estan
estructuralmente bien definidos y pueden ser &amds a partir de un enfoque
totalmente controlado. Aunque existen diferencias @anto a la rigidez y
compactacion, los dendrimeros a menudo se comgaramproteinas artificiales, con

sus estructuras semiglobulares o globulares, larfeagon una alta densidad de grupos

24



Introduccion

periféricos y un pequefio volumen molecdfar*® Los polimeros dendriticos son
conocidos como la cuarta clase de las arquitecholisieras, y se dividen a su vez en
cinco subclases (Figura 7): (1) polimeros hiperfigados al azar, (2) polimeros
arborescentes (“Dendrigraft”’) 0 estructuras deiwdst insertadas, (3) dendrones, (4)
dendrimeros y (5) tecto(dendrimeros) o megamerbsémino “dendrimero” fue
propuesto a principios de 1985 por Tonfdligproviene del término griego dendra que
significa arbol. Términos sinénimos son “arborgifppuesto por NewkonT8,derivado
del término griegoarbor que significa rama y “moléculas cascada” utilizgatar

Vogtle>*

T

Figura 7. Tipos de polimeros dendriticos: (1) polimeros higmaificados al azar, (2) polimeros

arborescentes (3) dendrones, (4) dendrimerosmégameros

25



Introduccion

[.3.2- Estrategias sintéticas y aplicaciones de ldgendrimeros.

La sintesis de los dendrimeros puede llevarse a pahcipalmente mediante dos
estrategias (Figura 8). La primera, descrita pomdla et al*® °? llamada “método
divergente”, es un proceso de sintesis que consistena serie de pasos repetitivos
partiendo de un ndcleo iniciador central. Cada iguente paso de crecimiento
representa una nueva “generacion” del dendrimemoucomayor diametro molecular,
dos veces el numero de sitios reactivos en la Baigey aproximadamente el doble del
peso molecular que la generacion precedente. Landagestrategia de sintesis fue

1,>* >* se denomina “método convergente”.

descrita por primera vez por Frécletta
Avanza desde lo que sera la superficie funcionddizdel dendrimero hacia un punto
focal interior reactivo, dando lugar a la formacia lo que se denomina “dendron”.
Varios dendrones reaccionan con un nudcleo multifumrad para dar lugar al
dendrimero. La mayoria de las sintesis divergerggsieren un exceso de carga de
monomero y separaciones por cromatografia a veagdantas y tediosas, en particular
para las generaciones altas. Por otro lado laategtas de sintesis convergente estan
limitadas a la construccion de dendrimeros de najasbgeneraciones debido a la
congestion estérica que se produce cuando se wralromhes de generacion alta al

nucleo central.

Q
N V4
b ‘e
\&? P /
Y Y
sintesis divergente d \O\ Y,
Yoy
NN
1Y

Figura 8. Estrategias de sintesis convergente y divergeméelpabtencion de dendrimeros.

sintesis convergente
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En la década de los 90 se produce un crecimienfdo®Exo tanto a nivel de
publicaciones académicas como de patentes, loantaluye a la comercializacién de
los mismos. Sin lugar a dudas, la biologia y nambonea, mas particularmente las
aplicaciones biomédicas y terapéuticas, son lospoangque han generado un mayor
entusiasmo por estas estructuras. Sin embargoni@lejidad de los mecanismos que
participan en los procesos bioldgicos presenta ato mmportante para el disefio
eficiente de estas moléculas. De hecho, histoeoséen los problemas relativos a la
toxicidad, solubilidad en agua, degradabilidad, eedgidad sobre la diana,
farmacocinética, y perfiles de biodistribucion pagatas aplicaciones han sido
recurrentes cuando se utilizan sistemas monoméricasaplicacidon de sistemas
poliméricos ha sido explotada ventajosamente pagjarar la solubilidad en agua, la
biocompatibilidad, la falta de toxicidad y la inmagenicidad con el fin de mejorar la
estabilidad del farmaco, y mejorar la selectividatia los tejidos malignos. Esta
mejora de las propiedades terapéuticas que sevobsen el uso de profarmacos, ha
sido explicada por las propiedades fisicas des estmucturas poliméricas, presentando
altos volumenes hidrodinamicos que facilitan lasgencia en la sangre y la

acumulacion en los tejidos tumorafés.

Los dendrimeros, que combinan varias de las ventigacritas para los polimeros,
junto  con que son estructuras monodispersas )ertiemna alta densidad de
funcionalizacién con un pequefio volumen moleciian sido estudiados ampliamente
para superar los problemas encontrados con otrdécatms. Por lo tanto, sus
estructuras y propiedades particularmente Unicasnmativado su uso en numerosas
aplicaciones como farmacos o como vehiculos derssitd de genes en la terapia
contra el cancer, y como agentes antibacteriamtisjrales, o antitumorales. El uso de
dendrimeros en sistemas biolégicos, asi como iestugistematicos de los nucleos
dendriticos mas comunes para determinar su biocatibiglad y citotoxicidad tantm
vitro como in vivo, y su bioestabilidad e inmunogenicidad han sidgplamente
revisados® >’ Un ejemplo tipico se refiere al uso de dendrimemmo “glicocarriers”
para el control de la presentacion multiméricarelktos de carbohidratos que son
biologicamente relevantes, siendo Utiles para idog al tejido modificado en
enfermedades malignas para su diagnodstico y copOgitos terapéuticos. En estas
moléculas, denominadas glicodendrimeros, las pugsiale sacarido se expresan de

acuerdo con los principios de crecimiento dendriticse unen a nucleos dendriticos
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altamente funcionalizados y repetidos obteniendmu@siras con variados pesos
moleculares. Desde que aparecieron por primeraeweln literatura en 1993los

glicodendrimeros, fueron disefiados inicialmente @diivisosteros de los glicosidos
ramificados de la superficie celular y originarangdio interés dentro de la comunidad

cientifica3* 5963

[.3.3- Glicodendrimeros. Clasificacion, sintesis gplicaciones.

Debido a la gran cantidad de glicodendrimeros tiraigos y a la variedad de sus
estructuras constituyentes, existen diferentesrii para su clasificaciéft.** En esta
tesis vamos a dividirlos en glicodendrimeros coaolewl alifatico y glicodendrimeros

con nucleo aromatico.
[.3.3.1- Glicodendrimeros con nucleo alifatico.
A) Nucleo de tris(hidroximetil)aminometano (TRIS) ysus derivados.

Uno de los primeros grupos de glicésidos ramifisas® bas6 en un ndcelo facilmente
disponible, el TRIS, utilizado por Lee a finales ldedécada de 1978.Debido a las
ventajas sintéticas en términos de simetria queangaan una funcionalizacion
ortogonal y rapida, este nucleo sintético constituy candidato ideal para la obtencion
de sacaridos multivalentes. Por lo tanto, el TRISuy derivados (Figura 9) han sido
utilizados ampliamente por varios grupos para jkcifin directa de glucésidos sobre

grupos hidroxilo para generar glicoclusters trings®®

HOOC— 0 HO
HO NH, %' NOz "o
—
HO HOOC 0 HO
HO Hooc—_-© HO

TRIS Derivados del TRIS

Figura 9. TRIS y sus derivados

Sin embargo, a pesar de que se puso a punto #egsdr de sintesis quimica de estos
compuestos, presentaron factores estéricos deafdgsrpara su union a proteinas. En
este contexto, Kotteat al utilizaron derivados de TRIS, tales como 4-(3mapropil)-
4-nitroheptano-1,7-diol para preparar glicomim&icaltamente ramificados (Figura
10)°® Basandose en estos precursores sintéticos triealen en metodologias de
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sintesis peptidica, se logro la sintesis de gliustels manosilados tri y nonavalentes

que varian en las caracteristicas quimicas derapsgespaciadores y sus longitutles.
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Figura 10. Glicodendrimeros manosilados sintetizados por Kéttal
B) Nucleo con grupos amino.

Debido a los prometedores resultados biolégicofinpireares que indicaban que los
glicoclusters tri- y tetravalentes constituian p&ds inhibidores de la unién bacteriana,
que se unian particularmente bien al DRC de lasndex bacterianas (especialmente
para la adhesion especifica a manosa), se inici@iotesis mas sencillas de
glicoconjugados de baja valencia. En este contéxiareparacion de glicosilaminas por
condensacion directa de aminas con azucares redsigtodria ser una estrategia viable.
Por ello se ha descrito la conjugacion directa deicares reductores con
dietilentriamina como una estrategia eficiente,id@py con excelentes rendimientos
para la sintesis de derivados de carbohidratosedites>® Unos afios més tarde, Hayes
et al extendieron esta estrategia, describiendo unaduokeigia “one-pot” que permitid
la sintesis de derivados de valencia mas altavadrde la reaccion de grupos amino
mas funcionalizados con D-manosa y dimandsidos rdespdos’® Glicoclusters
simétricos, basados en un ndcleo central trivalgntpue tienen tres o seis manésidos
periféricos han sido preparados por Dubber y Linsthcen este caso se analizé el
potencial de la aminacion reductora para la intcodn de un grupo aldehido de un
derivado de D- manosa como el ligando carbohideatadilizando la tris (2-

aminoetilJamina como el nicleo de ramificacién (fFay11)’° Otro ejemplo ha sido
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descrito por Liet al, que proponian una sintesis convergente de tipe pot” de un
glicocluster trivalente funcionalizado con manossangdo una reaccion de Ugi
multicomponente, que implica el uso de 2-carbdx#8,4,6-tetra-O-acetid-D-
manopiranosido, benzaldehido, isocianoacetato ddonyela tris(2-aminoetil) amina

como nucleo en metand.
H H
Ho@&' #@OH
HO O\L jo OH HO

" (
~UN OH N
HO OF/\N HN" > HO " O~ N
HO'G OH H
OH OOHOH

o
OH o
o /& HO “Sou

Figura 11. Glicodendrimeros derivados de tris (2-aminoetilyzami
C) Nucleo de pentaeritritol y sus derivados.

El pentaeritritol y sus derivados constituyen ogmupo ampliamente utilizado de
nacleos alifaticos (Figura 12), lo que permite dastruccion de estructuras ramificadas

multivalentes a través de la unién de cuatro grgpuogares o diferentes.

HX X=0
L XH X=8
XH X =NH

Figura 12. Pentaeritritol (X = O) y sus derivados.

Uno de los primeros ejemplos de un glicoclusteattasn pentaeritritol fue disefiado a
finales de 1990 por Hanessiah al, que describen la sintesis de grupos di- y tri-
hapténicos compuesto por los antigenos Tn (GalNA®l TF [B-D-Gal-(1—3)-
GalNAc] alargados con espaciadores de serina y alidolico y unidos a través de
enlaces amida a derivados aminados de pentaérifritmos afios méas tarde, Hansgn
al. propusieron la primera evaluacion biolégica deupgciones de galabiosa
construidas alrededor de nucleos tiolados conatites valencias, incluyendo derivados

de pentaeritritol. Se consiguid la inhibicion efiake la hemaglutinacion por la bacteria
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gram-positivaStreptococcus syien concentracion nanomolar, en presencia de estas
moléculas?® La inhibicion de la adhesién bacteriana de ladfias deE. coli mediante
derivados de pentaeritritol con grupp®-manopirandsido periféricos también ha sido
a menudo investigada, aunque sin relaciones estasattividad confirmadd$: ”° De
forma similar, Lindhorset al propusieron investigaciones biologicas de agriopas

de mandsidos basadas en pentaeritritol, para @opareba su capacidad para bloquear
la unién deE. coli al manano de la pared fangica in vitfd?osteriormente, Touaibit

al. describieron la sintesis eficiente y sistemateaun familia de agrupaciones de
manosa construidas sobre nucleos de pentaeriyritdipentaeritritof” utilizando la
cicloadicion [1,3] dipolar regioselectiva catalizagor Cu(l) azida-alquino (Figura
13)_78-80

Figura 13. Derivados manosilados con nucleo de pentaeritrithpentaeritritol.
D) Nucleo de derivados de lisina.

Estos derivados de lisina fueron descritos por @ranvez y patentados por Denkewalter
et al a finales de 197#,los derivados de lisina son uno de los nicleani@srales
mas ampliamente utilizados en sintesis de dendositey glicodendrimeros. Una serie
de revisiones ha sido publicada por el grupo deklepbre la sintesis y aplicaciones
biolégicas de glicodendrimeros a base de Ii&#aEstos dendrimeros glicosilados de

lisina se han preparado tanto en soportes s8liffdsomo en soluciéf’®? La reaccion
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de los grupos amino periféricos con una variedadlelrofilos que llevan residuos de
azucar asociados (tales como isotiocianatos, &adooxilico, y azucares reductores)
han conducido a glicodendrimeros con tioureasgasny aminas respectivamente. Los
azucares que llevan grupos éster activados tanitaénsido acoplados a las lisinas
dendriticas para proporcionar glicoclusters de ajaga y N-acetilglucosamind® %*
incluyendo el importante antigeno Thomsen FriedehréTF), disacarido conocido
como un marcador de cancer de mama Yy contra el faeabn credos anticuerpos
monoclonales> ° El glicodendrimero anélogo cghD-N-acetilglucosamina también
se modific6 ampliamente utilizando mdultiples prasesuimioenzimaticos originando
el antigeno Lewis (Figura 14))" También se han propuesto estructuras anélogas
manosiladas, la proteina de unibn a manosa puddaracomo receptor de estas
moléculas, mediando en la captacion y la interaaién de glicoconjugados solubles y
en suspension, originando una respuesta inmuné¢aiffn® La amplia capacidad de
reconocimiento de los receptores de manosa, joricsa implicacién en la inmunidad
adaptativa, ha originado considerables esfuerzog Ha administracion dirigida de

S’LOO 101 §02-104 g5-108

enzima medicamento&??*** oligonucleétidos o gené®>'®y antigeno¥****a

células que los expresan, para diferentes estagtagrapéuticas y de obtencion de
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Figura 14. Glicodendrimero del antigeno LeWisintetizado quimioenziméaticamerite.
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E) Nucleo de carbosilano.

En 1999, Matsuokaet al sintetizaron el residuo trisacaridico presente lan
globotriaosilceramida (Gb3), un glicolipido que amumula en ciertas enfermedades
metabolicas afectando a la funcion renal, mediahteso de dendrimeros basados en
carbosilano (Figura 18)? Ademas de una metodologia eficiente para la ascwtn

de nucleos multivalentes de tipo carbosilano, ldsras desarrollaron simultaneamente
una estrategia general de sintesis para la unifosdestos de carbohidrato, que emplea
una eficiente sustitucionyd de un anion tiolato altamente reactivo sobre alarb de
alquilo. Ademas de las ventajas tipicas encontraddgs dendrimeros, las arquitecturas
multivalentes tipo carbosilano tienen las siguiententajas (i) la simplicidad sintética
para ampliar la generacion a voluntad y por lodaatceder a los derivados de peso
molecular definido y con el grado de funcionalidaciterminal adecuado, (i) la
naturaleza neutra de los nucleos dendriticos quprtgporcionan estabilidad quimica y
bioquimica, y (iii) que son bioldégicamente inert&d. mismo grupo estudié estos
glicodendrimeros de carbosilanos como agentesé&gtiaps para el tratamiento de las
infecciones por cepas de. coli O157 productoras de verotoxina, demostrando su

potencial inhibidor de la toxiciddd®
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Figura 15. Glicodendrimeros derivados de carbosilano. R= westdsacaridico presente en la

globotriaosilceramida.
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[.3.3.2- Glicodendrimeros con nucleo aromatico.
A) Glicodendrimeros obtenidos por ciclotrimerizacia intermolecular.

En 1982, Kaufman y Sidhu describieron la sintesisue solo paso de glicoclusters
aromaticos a través de ciclotrimerizacién por ésitametalica a partir de los adecuados
precursores de derivados acetilénicos de carbabalfd Sin embargo, estas
nanoestructuras glicosiladas muestran una délwicged biologica en relacion con sus
homologos naturales. A pesar de esto, tales glistaris proporcionan ambientes Unicos
para el estudio de moléculas anfipaticas debido ausleo lipofilo rodeado por una
periferia hidréfila. Posteriormente, Rey al consiguieron mejorar la metodologia para
proporcionar manopiranosidos hexavalentes (FiguB a través de [2+2+2]-
cicloadiciones en presencia del catalizador debdilto octacarbonilo por calentamiento
a reflujo en 1,4-dioxano durante sélo 2 h (en campén con los 21 dias necesarios
para el glicocluster manésido obtenido en el ejengiterior):™ El clister resultante
desprotegido, obtenido cuantitativamente mediagdeaion de Zemplen, era soluble en
agua y mostro una excelente capacidad de entrecierzi® con lectinas tetraméricas de
plantas, lo que indica que la orientacion espagild rigidez provista por el nucleo
interior tipo arilo ofrecen un gran potencial comenglicoconjugado¥® Mas tarde, el
mismo grupo amplié esta estrategia con el fin derdr conjugados C-glicosidos
estables metabolicamente que contienen espaciddoges, mediante una secuencia de
transformaciones catalizadas por metales de tiénsit Tras estas investigaciones,
Das y Roy publicaron por primera una sintesis, argdi el uso de derivados de 2-
propinilo y un catalizador de rutenio, donde obtnon mezclas de regioisbmeros
manopirandsidos derivados de arilo, en proporciciredares a los observados con el
catalizador de dicobalto octacarbonilo, pero coadisminucion del tiempo de reaccion

y mejorando mucho los rendimientds.
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Figura 16. Glicodendrimero obtenido por ciclotrimerizacioreimholecular.
B) Glicodendrimeros obtenidos por reacciones de aglamiento cruzado.

A mediados de los afios 90 varios grupos de inastig mostraron la formacion de
entramados reticulados producidos cuando los reeEptproteicos multivalentes se
mezclaban con hidratos de carbono sintéticos méitcos, incluyendo dimerds® 1%
Todos los datos apuntan a apoyar la idea de queogrde hidratos de carbono
pequefios y rigidificados que llevan residuos himln6s forman complejos estables.
Estas estructuras se han sintetizado uniendo eidgl@ la estructura central mediante
enlaces O-, S-, o C- glucosidicos. Basandose eas adiservaciones, Rogt al
consiguieron la sintesis eficaz de grupos de cadtbatb oligoméricos mediante el uso
de reacciones de acoplamiento cruzado tipo SonivgasHeck - Cassar (SHC3! Esta
estrategia general, compatible con varios glucésig@! habitual método de proteccion
mediante grupos acetato, se han aplicado tambidéa sintesis de tioglicésidos
divalentes, que representan una capacidad commguaies inhibidores enzimaticos
debido a su resistencia a la hidréli€’s.Sengupta y Sadhukhan adaptaron esta
metodologia de un solo paso catalizada por Pd leegiarométicos trivalentes a fin de

generar glicoclusters ramificados (Figura ¥7).
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Figura 17. Glicodendrimero trivalente obtenido por acoplamiesrizado.
|.4- Estudio de interacciones carbohidrato-proteina
[.4.1- Introduccion a las proteinas de union a carbhidratos. Lectinas.

El término lectina se aplica a proteinas o glictgimas de origen no inmune que
reconocen especificamente carbohidratos de lafstiparelular o en suspensién. Estas
proteinas se encuentran ampliamente distribuidaslaematuraleza y han sido
identificadas en diferentes organismos como viroacterias, hongos, plantas o
animales.

A pesar de que algunas de estas proteinas recorespatificamente estructuras
sacaridicas similares, la actividad biologica eferdnte como la aglutinacion de
eritrocitos en diferentes especies o la estimutagiditogénica de linfocitos o la
inhibicion de la fagocitosis. Debido la capacidadedtas proteinas para interactuar con
células de la respuesta inmune, algunas lectinasepoefectos inmunosupresores,
inhiben el crecimiento de células tumorales y pgudin en la adhesion celular.

Las lectinas tanto de origen animal como vegEtabstan implicadas en numerosos
procesos biolégicos y patolégicos como pueden secamsmos de adhesion,
inflamacién y procesos cancerigenos como por ejercgahcer colorrectal y cancer de
pecho con o sin propensién a la metast&sig incluso se han propuesto como
potenciales fArmacos anticancerigetf§s?®

En cuanto a las lectinas de origen animal recorwesddep-galactésidos son una
familia de proteinas de unos 135 aminoacidos gaseptan homologias de secuencia
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129y que se han denominado de mdltiples manerasafaempleada de todas ha sido

tradicionalmente S-lectinas o lectinas de tipo-Sgnyla actualidad se ha aceptado
universalmente su denominacién como galectiffasa localizacién de las lectinas
animales en la naturaleza esta muy extendida, y& g encuentran desde en
invertebrados, como nematodos o esponjas, hasteres tan evolucionados como

pueden ser los mamiferb¥.

Lectina de Viscum album(VAA)

Las lectinas de origen vegetal han sido estudiddade hace décadas, no solo por sus
intereses nutricionales, sino también por otrasbpess aplicaciones terapéuticas™*
Dada su importancia bioldgica y su implicaciéon eocpsos patoldgicos, existe un gran
interés en conocer en detalle los diferentes poscen los que intervienen. Como por
ejemplo, su aplicacién como inductor de apoptosislidfocitos humandg® o sus
propiedades inmunomoduladoras. La lectina del nagérdviscum album)conocida
como viscumina o VAA (del inglégiscum albunmagglutinin), induce la apoptosis; y a
Su vez esta involucrada en la apoptosis de nelagdfiducida por viscumina mediante
la inhibicién bien de la sintesis de novo de prateio por activacién de las caspdsas.
138

La viscumina es una lectina que reconoce espetifinte residuos de galactosa, de
estructura conocida y constituida por dos cadengsBAMientras que la capacidad de
reconocimiento de carbohidratos (lectina) se ertcaean la cadena-B (Figura 20), la
cadena-A tiene actividad RNAr N-glicosidasa e iehitveversiblemente la biosintesis
de proteinas, motivo por el cual se clasifica a dsttina en la clase de proteinas

inactivantes de ribosom® 144

37



Introduccion

Figura 20. Estructura de la cadena B de la viscumina, sordbrea amarillo vemos las dos

moléculas de lactosa que puede unir la lectinagémabtenida de PDB cédigo 1PUU).

Mikeskaet al. han descrito basados en sus estudios de la esgumistalina de esta
lectina que en la cadena-B localizan dos sitioged®nocimiento de galactosa, casi
idénticos uno al otr&®® Esta estructura primaria de la lectina del muédagsenta
muchas homologias con la lectina Beinus communig64% de homologias en la
cadena-B}* A pesar de ello, Leet all*® sefialan algunas diferencias entre ambas
lectinas a la hora de interaccionar con el carlyvatod

Ademas y como ya hemos destacado en el comportmienlas demas galectinas,
estudios sobre viscumina reflejan como la afinidadhenta con la multivalencia del
glicoconjugadd?”™*° Por ejemplo, estudios llevados a cabo mediantayessde
superficie con dendrimeros inmovilizados han pedmitieterminar |&p del proceso

de interaccion y comprobar cédmo la multivalencienanta la interaccion pasando del
rango micromolar a nanomol&Y. Por eso en los Ultimos afios se han llevado a cabo
estudios sobre la interaccion carbohidrato-proteim® estas lectinas mediante

diferentes metodologias.
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Se han realizado estudios de inhibicién que fudevados a cabo por Galaniea al.

150 mediante la inmovilizacién de diferentes glicocmgdos, comprobando que los
compuestos mas activos presentaban galactosaextremo terminal. Este estudio se
llevo a cabo ademas con derivados desoxi-gala¢®esa-, 4- y 6-), y corroboraron los
datos obtenidos por rayos-X. El residuo OH-4 esi@licado en mayor medida que los
OH en posiciones 2, 3y 6.

La técnica de RMN, combinada con los datos queguoignan el modelado molecular
y el conocimiento de la estructura cristalina de&etina en su unidon con galactosa, ha
sido una herramienta de utilidad para determingra&ion de reconocimiento. En este
sentido, podemos citar por ejemplo el trabajo aldd por Alonso-Plazet al’*! Estos
autores han llevado a cabo estudios de reconodimnéenresiduos de GH1-3)-Glc y
otras B-galactosil xilosas mediante RMN, comprobando geecemple el patron de
reconocimiento de galactosas que se habia obsemadiante rayos-X.

La técnica de ITC, ha permitido obtener datos telim@micos de la interaccion de
viscumina con sus ligandos. Por ejemplo, Jimé&tet. °? han estudiado mediante ITC,
la interaccion de lactosa con la cadena-B de vigtankstos autores observaron que al
llevar a cabo los estudios de interaccion en s@futa estequiometria del proceso es
fundamental, puesto que los dos sitios de reconestminteraccionan con lactosa pero
no con la misma afinidackg calculada del orden de *IM para el primer sitio de
reconocimiento y 10M para el segundo).

Estos datos termodinamicos, se corroboran condapetros cinéticos obtenidos para
los procesos de asociacion y disociacion deterromadr técnicas como AFM y SPR.
Por ejemplo, Dettmamt al!** determinaron mediante SPR y AFM la velocidad de
disociacion (en un rango de i@ s%) en la interaccién de la lectina ¥éscum album
con derivados de lactosa y asialofetuina para caanpa intensidad de la interaccion
con la que se produce en la interaccién de laneatie Ricinus communigon los
mismos ligandos.

Por dltimo, se ha descrito la aplicacion de la itecrde SPR en la interaccion de
viscumina con glicoconjugados de lactosa inmowilasaen superficie. Vornhodt al.

54 han empleado glicoconjugados inmovilizados erufgesicie de un sensor de SPR
para llevar a cabo la bausqueda de la especifigigadiferentes lectinas. Estos autores
observaron que la viscumina presenta una elevauciéisidad por residuos de Gal,
puesto que no se observo interaccion con otrosluesi presentados en diferentes

polisacaridos como manano, fucoidano, almidon gchialurénico.

39



Introduccion

También se ha estudiado, por Mufiezal,®> **° la interaccién de viscumina con
residuos de lactosa funcionalizada con 1,5-diana@ftaleno o 2,6-diaminopiridina
inmovilizada sobre la superficie del biosensor.

En el proceso de interaccion, la viscumina tambgaonoce residuos de acido sialico
unidos a la galactosa terminal, especialmentedsisluos unidos a ésta por enlaggs
6).1°" 1% Por otro lado, los residuos como glucosa, fucridasa o GIcNAc unidos a la

galactosa terminal no afectan al proceso de intgnat>" 1> 1¢°

I.4.2- Resonancia de plasmon superficial.

[.4.2.1-Introduccion

Los organismos biolégicos se encuentran entre istensas mas eficientes y, en
concreto, su capacidad para el reconocimiento sarstias externas es insuperable. El
uso de receptores biolégicos en quimica analitezenjpe aprovechar su aptitud como
sistemas de reconocimiento. La combinacion de dgie de elementos de
reconocimiento bioldégico con una amplia variedad st#emas de transduccién ha
abierto la puerta a un campo en rapida expansid @s el de los biosensorgs.

Un biosensor se define como un dispositivo analitiompuesto por un elemento de
reconocimiento biolégico, capaz de reconocer uritan@n contacto intimo con un
transductor fisico-quimico capaz de generar unguesta proporcional a la
concentracion de ese analito. Como resultado dddeaccion especifica del elemento
de reconocimiento bioldgico con el analito, se poedun cambio fisico-quimico que el
transductor convierte en una sefial medifde.

En la Figura 21 se muestra el esquema basico deohamiento de un biosensor. Las
caracteristicas Unicas de este tipo de dispositivienen determinadas por la
selectividad proporcionada por el elemento de recomento biolégico y la
sensibilidad conseguida mediante un mecanismoassduccion adecuado. Podemos
comprender, por tanto, que el comportamiento qurde la interfase interna entre el
elemento de reconocimiento bioldgico y el transoluséa de una importancia crucial en
el desarrollo de este tipo de sistemas.
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Amplificacion y representacion
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Figura 21. Configuracion béasica de un biosensor

Las dos caracteristicas mas importantes de un rsoseson la sensibilidad y la
selectividad. Ademas de estas dos caracteristsmwiales, los biosensores presentan

muchas otras entre las que destacan:

Una elevada fiabilidad y estabilidad, que le otergun tiempo de vida
largo.
- Versatilidad, que permite seleccionar diferentegpéores bioldgicos para
determinar diferentes analitos o grupos de analitos
- Capacidad de miniaturizacion, para poder desarrotl&spositivos
portatiles que lleven a cabo medidas in situ.
- Posibilidad de realizar multi-analisis simultaneos.
- Bajo coste de produccion, que permita su desarcotercial.
- Tiempo de andlisis bajo.
- Minimo pretratamiento de muestra.
- Reducido volumen de muestra.
- Manejo sencillo, que permita su uso por usuariosspecializados.
- Capacidad de automatizacion, para poder integrados procesos
industriales o estaciones de medida.
Los sensores de Resonancia de Plasmon de Supenfiiée cambios en el indice de
refraccion en la superficie de un metal que prespldsmon superficial y pueden ser
dispositivos biosensores altamente sensibles pHeztdr interacciones biomoleculares
cuando un elemento de reconocimiento adecuadavsaviliza en la proximidad de la
superficie de la capa metalica. Las moléculas @ditarque entran en contacto con el
biosensor, se unen al elemento de reconocimiemntaupiéndose un incremento del
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indice de refraccion local en la superficie. Losbas en el indice de refraccion de este
medio producen cambios en la constante de progagdei plasmon superficial, que a
su vez altera caracteristicas de la luz acoplaéisteacomo el angulo y la longitud de
onda de acoplamiento, la intensidad o la fase.efjlstrar de forma continua la luz
reflejada, se obtiene un perfil de los cambios iddice de refraccion en el medio
adyacente a la superficie metalica, obteniendornmdgion en tiempo real de las
interacciones que ocurren en este.

La técnica de SPR permite llevar a cabo el analismtico de interacciones
biomoleculares de un modo accesible, en tiempoyraah la necesidad de marcar las
moléculas. Como la deteccidn es independiente datlaaleza quimica de las muestras
analizadas, en principio, todo tipo de moléculas sasceptibles de estudio por esta
técnica: proteinas, lipidos, acidos nucléicos, &mws, cofactores o carbohidratfs.
Desde que aparecio el primer biosensor Optico &0 t@sarrollado por BlAcore AB
(Pharmacia Biosensor, Uppsala), el numero de im&ntios disponibles, no sdélo de la
casa BlAcore, sino de otras empresas ha aumentadormia constante, algunos de
ellos incluso dedicados a aplicaciones muy consré&hbprincipal interés en el uso de la
técnica de SPR para la investigacion es que prmparain buen sistema de estudio de
las interacciones biomoleculares ya que permiterahar la especificidad de la
interaccion con otras moléculas, las velocidadeasdeiacion y disociacion del proceso

e incluso la afinidad, esto es, la fortaleza dateraccion-***%

1.4.2.2-Aspectos técnicos de un equipo de SPR

Los biosensores de SPR se basan en una técnica @ftamente especializada para
detectar cambios en el indice de refraccion eprasimidades de una superficie. Este
fendmeno ocurre cuando, en condiciones de reflekiterna total, la luz polarizada
incide sobre una superficie de oro (superficies#glsor) en la interfaz entre el soporte
sélido y el medio liquido, que son dos medios calice de refraccidbn muy diferente: la
superficie del sensor con un elevado indice deageion y la fase liquida con bajo
indice de refraccion (Figura 22).

El equipo de SPR consta de un detector, un chipgirauito integrado de liquidos para
el transporte de la muestra, la adsorcion a larBajgey la deteccion. El chip consiste
en una superficie de vidrio sobre la que se dispmiaecapa muy fina de oro.

Esta superficie esta normalmente funcionalizada diferente tipo de matrices que

proporciona un entorno adecuado para la interacq@omo la matriz de dextrano) o
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como alternativa para evitar interacciones inesjgasi con la matriz, o que estan

funcionalizadas de diferente manera para perndtiag estrategias de inmovilizacion.

h
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Figura 22. Esquema de la técnica de SPR. La luz polarizaddeirsobre la superficie de oro y
dependiendo de la masa que haya en la superfiaiéa el indice de refraccion del medio
liguido (canal de flujo) que provoca la variacianed dngulo de reflexién del haz de luz. La
variacion fisica se traduce en una sefial de res@an funcién del tiempo que se conoce como

sensorgrama.

El sistema integrado de microfluido permite quentedéculas en solucién pasen sobre
la superficie del sensor con un flujo continuo yntecolado lo que hace que la

concentracion de analito se mantenga constantateéu@do el analisis. Los canales por
donde fluye el liquido estan disefiados para allberg@amenes muy pequefios como 5
pL. Cuando el analito fluye por los canales y se w@nla biomolécula diana

inmovilizada en la superficie, la masa que aumentkas proximidades del oro provoca
un cambio en el indice de refraccion del medio sgidraduce como RU. Se puede
correlacionar la cantidad de masa en la superéniduncion de la intensidad de la
sefial, se conoce que 1 RU corresponde a 1 pghtensustancia inmovilizada en la

superficie.

1.4.2.3-Experimento tipo de SPR
A) Inmovilizacion.
A la hora de llevar a cabo el procedimiento expental, se requiere en primer lugar

gue una de las biomoléculas se inmovilice en lasigge de oro (ligando) mientras que
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se monitoriza la interaccién con una segunda biéouth (analito) que se encuentra en
solucién.

La inmovilizacion del ligando en la superficie dehsor se lleva a cabo en funcion de la
naturaleza de la molécula. En general existendstmtegias generales para ello: la
unidon covalente, la estrategia de captura y pdmadaltla inmovilizacion mediante
interacciones hidrofdbicas (Figura 23).

La unidn covalente es la estrategia mas empleaddaamovilizacion de ligandos a la
superficie del sensor. Los grupos carboximetilosgnées en los diferentes chips,
permiten una amplia variedad de alternativas déruga que se pueden inmovilizar
biomoléculas funcionalizadas con grupos amino, d¢idhcluso aldehido mediante el

empleo de hidrazina (Figura 23.a).

a) b) Q analito C)
O analito ‘Iigando
ligando molécula que
captura al ligando

L777777777777777

Figura 23. Posibilidades de inmovilizacion de los ligandosreodla superficie del sensor: a)

analito
ligando

liposoma

Inmovilizacion covalente; b) inmovilizacidn mediana captura del ligando y ¢) inmovilizacién

a través de interacciones hidrofébicas.

Para llevar a cabo la inmovilizacion covalente es Prupos carboximetilo, es

importante controlar determinados factores comtetaperatura, la concentracion del
ligando y el pH. Este ultimo factor es fundamentalando el ligando es una

macromolécula o presenta cargas en su estructueaiqque a pH superior a 3,5 los
grupos carboxilo de la superficie estan cargadgsth@mente. Por ello, en ocasiones
es necesario llevar a cabo los llamados estudiopreleoncentracion electrostatica.
Estos estudios consiste en comprobar la interact@bhigando con la matriz cargada en
un rango de pH entre 3,5 (en la que los gruposogdds estan cargados) y el punto
isoeléctrico del ligando, de modo que éste tenggacapuesta a la de la superficie
(Figura 24).
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pH<3,5 3,5<pH<pl pl<pH

Figura 24. Estudio de preconcentracion del ligando con ladigge Si el pH en el que se lleva

a cabo la inmovilizacion es demasiado alto o k&jtigando no se aproximara a la superficie.

En segundo lugar, la inmovilizacién del ligando gridlevarse a cabo mediante la
captura de éste por parte de otra molécula quecseetra inmovilizada en la superficie
(Figura 23.b). La interaccion entre el ligando ymalécula que lo captura debe tener
una afinidad muy elevada y muy baja velocidad dealacion, de modo que el ligando
se encuentre en la superficie todo el tiempo que dl analisis. Los casos mas
comunmente usados son ligandos biotinilados queeptan una avidez extrema por la
proteina estreptavidina, y por otro lado, la inipacion de anticuerpos que permiten
la captura de su antigeno.

Y en tercer lugar, la inmovilizacion del ligando geiede realizar a través de
interacciones hidrofébicas, cuando el estudio nedpuo deba hacerse en un entorno
acuoso (Figura 23.c). En este caso, la adsorcibligdedo hidréfobo puede hacerse a
través de monocapas o de bicapas lipidicas, degpedalide las caracteristicas de las
moléculas que se vayan a estudiar.

B) Registro de la interaccion

Basicamente, la técnica de SPR va a detectar carehita masa de la fase acuosa que
se encuentre proxima a la superficie del sensaip)(amediante la medida de la
variacion del indice de refraccion. Estos cambios e¢ indice de refraccion se
monitorizan en tiempo real y el resultado se expEsno unidades de respuesta o de
resonancia (RU) en funcién del tiempo. La represgan grafica de la respuesta en
funcién del tiempo es lo que se conoce como sereogy(Figura 25).

Inicialmente no hay inyeccion de la proteina y bseova una linea base. Cuando se
inyecta el analito la sefial aumenta a medida qyeaskice la interaccion, es la fase de
asociacion. Cuando se deja de inyectar analitibeeal espontdneamente en la fase de

disociacion. Por ultimo, se inyecta una disolugidna recuperar la linea base evitando
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que quede analito asociado al ligando, esta salue® la de regeneracion de la

superficie, hace que desaparezca la interacci@iusdsntre analito y ligando.

Seiial de
Resonancia
(LRT)

18 —

100 200 300 400 500 600
Tiempo (s)

Figura 25. Representacion de un sensorgrama.

Cuando registramos una interaccion, inicialment&mpon de trabajo fluye de modo
continuo sobre la superficie del sensor y se obtiarinea base (Figura 25). Cuando se
inyecta la muestra de analito, la pendiente deulaachacia arriba indica que hay
asociacion con el ligando inmovilizado. Despuédad@yeccion, el analito unido al
ligando se disocia espontaneamente con el flupameon.

C) Regeneracion de la superficie

La regeneracion es el proceso por el cual se @imiranalito que haya quedado unido
al ligando en el proceso de estudio de la intedacfirigura 25). La eliminacion del
analito de la superficie debe ser completa llegamdecuperar la linea base sin que el
ligando vea perjudicada su actividad, porque de psiceso dependen los siguientes
analisis que se realicen en esa superficie. Laciéleale la disolucion regeneradora
dependera de la naturaleza de la interaccion ggledracteristicas del ligando, de modo
gue éste permanezca inalterado. Este proceso mprsiees necesario, puesto que la
disociacion puede ser lo suficientemente rapida ocquara permitir la completa
eliminacion del analito.

[.4.2.4- Andlisis de los datos

El andlisis de los datos obtenidos mediante SPRuede llevar a cabo a partir de la

determinacion de las constantes cinéticas o a plarte respuesta en el equilibrio.
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A) Determinacion de los parametros cinéticos de liateraccion

Para llevar a cabo el andlisis cinético de la aueibn, lo primero es eliminar los
posibles artefactos, mediante la sustraccién dedpuesta de fondo que se obtiene al
fluir el analito por la superficie control. Postermente, se determinan los parametros
cinéticos de la interaccion. EI modelo mas simeek de la interaccion uno-uno

(Langmuir) que puede ser aplicado en la mayoriasieasos (ecuacion [1]).

K,

n

A+l =—=AL

La velocidad del proceso de interaccion entre alitany el ligando se define mediante

las constantes de asociacion. ky la de disociacion (), segun se expresa en la
ecuacion [2]:
d[AL]/dt = Kon [A][L] — K oft [AL] [2]
Cuando se alcanza el equilibrio, la velocidad coa se asocian el analito y el ligando
es igual a la velocidad con que se disocian, ytpoto el proceso responde a la
siguiente ecuacion [3]:
Kon [AI[L] = K of [AL] [3]
De este modo, se pueden calcular a partir de teideld de asociacion y disociacion las
constantes de afinidad en el equilibrio. Se defir@mno constantes de asociacién)(y
de disociacionKp) y se relacionan conky Kos Siguiendo las expresiones [4] y
[5]:
Ka = [ALI[A]IL] = K on/ Koft [4]
Ko = [A][LV/[AL] = K off / Kon [5]
En estos casos se asume que el analito es moni@vglenmogeneo, que el ligando es
homogéneo y que en la interaccion no interviengumnfactor externo. Bajo estas
condiciones, para calcular la afinidad los datodsken ajustar a una isoterma de
Langmuir que responde a la siguiente ecuacion:
Rmax= R0+ (Rsat— R0) Ka gO(1 +Ka g0)-1 [6]
DondeRmaxes, para una concentracion de ligag@pel valor maximo d&R at = «
gue se puede deducir facilmente de la curva:
dR - d-1 frenteR [7]
RO es el valor deR en el punto de partida correspondiente al canalcquniene el

tampdn sin ligando yRsat es el valor maximo ddk cuando todos los sitios de
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reconocimiento estan ocupados. Los parametros iaisétse pueden determinar
directamente de las curvas experimentales de azgerdla siguiente ecuacion:
R=Rw + (Rmax— Rxo) [1 — exp(ks# t)] [8]

B) Determinacion de la constante de asociacion ehestado estacionario
En determinadas situaciones, los datos obtenidasndedrico ajuste cinético serian
erréneos, puesto que los procesos de asociacidésogiacion son tan rapidos que no
permiten recoger informacion.
Cuando esto ocurre y en el estudio se alcanzdaglesstacionario de la interaccion, es
posible llevar a cabo el calculo de la constantdisieciacion en el equilibridkp) o de
asociacion Ka) de la interacciobn entre analito y ligando, apiia la siguiente
ecuacion:

Req =Ka-C-Rmax /Ka-Cn +1) [9]
En la que Req es la intensidad de la sefial (Rl equilibrio,Ka es la constante de
asociacion en el equilibrio, C es la concentradi@h analito, Rmax es la maxima
intensidad que podria alcanzar el analitonyes un factor determinado por el
impedimento estérico.
C) Factores que afectan a la interaccion
- Inmovilizacién. La inmovilizacién del ligando pde afectar al proceso de interaccion
modificando las propiedades de la uniéon analitaddp. Por ejemplo, la inmovilizacion
puede inducir cambios conformacionales en el siounidén, puede provocar que la
orientacion de las moléculas sea inespecificaimgs&ndo asi el acceso del analito al
ligando o si la molécula inmovilizada es un macr@oala podria darse el caso de que
se produzca una oligomerizacion.
- Impedimento estérico. Altas concentraciones dedaromolécula que se fluye pueden
causar este problema que provoca una restriccioel easceso del analito al sitio de
union del ligando.
- Asociacion. La fase de asociacion se ve afeqpadaipalmente por diversos factores
como que la concentracion del analito se aproxinee @ncentracion del ligando, la
concentracion de ligando y la constante de asa@xiaci
- Limitacion del transporte de masa. Debido a ueasiiad elevada de ligando en la
superficie del sensor, la velocidad a la que €litarse une al ligando puede superar a la
velocidad por la que circula por el canal. Lo mispuede ocurrir en el proceso de

disociacion, en el que el transporte del analitogh@anal es mas lento que la velocidad
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con que el analito se disocia del ligando. Estetefse llama limitacion del transporte
de masa y provoca que la velocidad de asociacigh¥lde disociacion () sea mas
lenta que la real.

- Disociacion. Los factores que afectan al proasalisociacion son la densidad de la
superficie del analito asociado, la velocidad d®ciacion (ki) y la posibilidad de que
el analito que se disocia vuelva a asociarse ahtlg antes de abandonar la superficie
del sensor en un efecto que se conoce como reeigoc{eebinding).

1.4.2.5- Aplicaciones del SPR al estudio de los gficonjugados.

Todas estas caracteristicas han provocado la egpads la técnica de SPR para
determinar los parametros cinéticos de la inteéexcygila afinidad. Encontramos en la
literatura muchos ejemplos de las aplicacionea @&PIR en glicobiologia.

La aplicacion mas comun del SPR en glicobiologiaelesstudio de reconocimiento
molecular carbohidrato-proteina. La mayoria de sesestudios de interaccion
carbohidrato-lectina se llevan a cabo con el gbojugado inmovilizadd® puesto que
de ese modo se intenta mimetizar la presentaciénosleglicoconjugados en las
membranas biologicas. Sin embargo, la otra podddlli la de inmovilizar la lectina en
la superficie ha sido por lo general menos empleanigue segin Shinohazaal **°

las constantes cinéticas y de afinidad determinadas iguales por ambas
aproximaciones.

En los ultimos afos, con el desarrollo de la tégrie aumentado el nUmero de estudios
de interaccion carbohidrato-proteina. De todasetiaizas las lectinas mas empleadas
en este tipo de andlisis sean tradicionalmente &wmwalina-A y la aglutinina de
Ricinus communigRCA120). Shinoharat al '’° y Nahalkovaet al'’* describen la
interaccion de diferentes galactosidos inmovilizado el sensor en su interaccion con
RCA120 que reconoce especificamente residuos detgsaé.

Del mismo modo, se podrian citar muchos ejemplda dlgeraccion de concanavalina-
A con derivados de manosa. Pero destacamos el lejelmpronzonret al en el que se
estudia la interaccion de esta lectina con derivadi® manosa funcionalizados con
cadenas de tiol, de modo que se inmovilicen enrBajgeformando una monocapa
autoensamblada. De este modo, los autores defiequerel empaquetamiento de las
cadenas proporciona buenas caracteristicas dentaei®m a la vez que se reducen las
interacciones inespecificas con la matriz.

Recientemente, Vornhokt al*®* han aplicado la técnica de SPR a la busqueda de

especificidad de lectinas. Estos autores, empldaredtes oligosacaridos con diferente
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cadena de monosacaridos (Man, Gal o GalNAc) innzadbs en la superficie del
sensor para después fluir sobre ella diferentéméesc(concanavalina-A o la lectina de
Viscum alburentre otras) y comparar asi la especificidad poswarbohidratos o por
otros.

En los ultimos afos, ha aparecido la técnica de & Rnagen, que permite visualizar
la interaccion. Karamanskat al '’? han aplicado esta técnica al estudio de alto
rendimiento del reconocimiento de carbohidratosowiiizados en superficie.

Pero como ya hemos mencionado anteriormente, &sticd no soélo permite el estudio
de las interacciones biomoleculares, sino que aslemd los uUltimos afios, se ha
descrito la posibilidad de llevar a cabo reaccioeegimaticas catalizadas en la
superficie del sensor.

Es una aproximacion muy compleja puesto que ladirion en el acceso del sustrato y
la enzima al aceptor puede provocar que no todasnt@éculas del sustrato aceptor
sean modificadas. Incluso también, si la reaccidrpresenta elevados rendimientos
podria dar lugar como en el caso anterior a la dorém de superficies heterogéneas,
con dos tipos de ligando inmovilizados.

Sin embargo, esta metodologia presenta dos vemajespales. La primera de ellas es
gue se necesita poca cantidad de muestra para desabo la reaccién y ademas no se
producen pérdidas del producto de la reaccion pugske éste ya se encuentra
inmovilizado para llevar a cabo estudios de intgtac Y en segundo lugar, es que la
reaccion se puede seguir en tiempo real mediamisualizacion de los sensorgramas.

| 1%y Hernaizet al ***han descrito la modificacién enzimatica

Por ejemplo, Muiioet a
de residuos de derivados de heparina mediantetrsuléferasas para desarrollar un
sistema de busqueda de derivados de heparina tedad bioldgica.

Por Gltimo, encontramos otro ejemplo en el tratmjblicado por Plattet al'’®Estos
autores han desarrollado un ensayo de actividadmatiza de la enzima
sialiltransferasa a través del SPR. Mediante difese concentraciones de enzima
provocan una modificacion en el chip, y posteriarteecorrelacionan la intensidad de
la respuesta de la interaccion de una lectina #@gede residuos de sialico con la

actividad enzimatica.
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[.4.3- Resonancia magnética nuclear de diferenciaedransferencia de saturacion.

La espectroscopia de RMN proporciona un numeroadl®e\de técnicas para llevar a
cabo el estudio de interacciones moleculafes'’’ Estas interacciones pueden ser
estudiadas bajo condiciones muy diversas y cometlifes grados de complejidH8.

Desde la interaccion de proteinas con proteinasokitiones acuosas, 0 con proteinas
embebidas en membranas, hasta la interaccion décolaé mas pequefias como los
carbohidratos con proteinas que reconocen espeuditte residuos glicosidicos. En
este aspecto han sido muchos los estudios llexaadabo en este tipo de interacciones,
que se puede analizar desde dos puntos de vistainptado, se puede estudiar la
interaccion desde el punto de vista de la prot@aweptor), y por otro, se puede basar el

estudio en el andlisis de las sefiales del carkatbidrligando.

A pesar de que se obtenga una mayor informacida dgeraccion desde el punto de
vista de las sefales del receptor, se aplican @yomnirecuencia las técnicas basadas en
los cambios en las sefales del ligando. EntreXpsranentos empleados para llevar a
cabo esta determinacidn se encuentran los expdomete transferencia del efecto
nuclear Overhauser (tr-NOE)’® que detectan la diferente movilidad rotacional del
ligando en el estado libre frente al estado asociados experimentos de STD
(Saturation transfer differenge®® ' que detectan la magnetizacién que se transfiere

del receptor al ligando en el proceso de asociacion
Experimentos de tr-NOE.

Este experimento se ha convertido ya en clasica paterminar la conformacion
bioactiva de oligosacaridos unidos a una prot€th&omo en un experimento NOE,
este experimento proporciona informacion de losgmes cercanos en el espacio y que
son posteriormente empleados para deducir la ifoidn conformacional en la

interaccion.

Los tr-NOE se miden preferentemente empleando ewpetos bidimensionales 2D-
NOESY (Nuclear Overhauser effect spectroscopyp<£skperimentos se basan en las
variaciones del tiempo de correlaciggde los ligandos en estado libre o asociado con
la proteina receptora. Para llevar a cabo estosriexentos lo primero que se hace es
adquirir espectros NOESY a diferentes tiempos dectagara el ligando-carbohidrato

sin proteina y determinar asi las propiedades cowicionales del carbohidrato y
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posteriormente se repiten en presencia de la peoteiceptora. En general se admite
gue la proporcion éptima para llevar a cabo esstgdas es de aproximadamente un
exceso de ligando entre 10 y 30 veces sobre lacdeipa.

Los carbohidratos son moléculas que se puedendavasipequefias (<1-2 kDa) y que
presentant; cortos y como consecuencia presentan generalnMDEes positivos, a
veces negativos, pero en todos los casos de ptrsitdad. Cuando el carbohidrato se
une a la molécula receptora, en este caso unaiqaptde tamafio mucho mayor, el
movimiento del carbohidrato se hace mas lento ceinfiwera parte de la proteina, y su
1. varia desde el rango de picosegundos hasta |l@pakece nanosegundos lo que se
traduce en la aparicion de NOEs intensos y de sigpgativo que se llaman NOEs
transferidos’” ! Los tr-NOEs reflejan la conformacién del liganderdo se une al
receptor en el sitio de reconocimiento (Figura 26)
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NOESY tr-NOESY

Figura 26 Esquema de un experimento tr-NOESY. Los picos deecdel ligando cuando esta

asociado al ligando son intensos y del mismo sigreolos de la diagonal

Para observar el efecto del tr-NOE de una formzstia es necesario optimizar el
tiempo de mezclado de los experimentos y la rateendre el ligando y el receptor. Esta
relacion va a depender de la velocidad de disamiadel ligando. Si hay demasiado
exceso de ligando sobre la proteina no se van arpaakervar los efectos tr-NOE,
puesto que van a predominar los NOEs del ligandestado libre. Por el contrario, si
no hay suficiente exceso de ligando, la fraccidrcakbohidrato unido a la proteina es
mayor, pero esto puede traducirse en un ensancht@nde la sefial, en cambios en el
desplazamiento quimico o en superposiciones corsdaales correspondientes a la

proteina que son muy dificiles de interpretar.
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Confirmando lo descrito anteriormente tenemosehpjo de Meyeet al*®? En la que

se describen las curvas de NOEs observados pamaidm de un disacarido a la
aglutinina deAleuria aurantia Se ve claramente que el valor absoluto del NOE
observado aumenta al mismo tiempo que el signo ieamd positivo a negativo.
También se observé que el tiempo de mezclado payaeeel efecto NOE en estado

asociado se hacia maximo, era mucho menor quesplggando en estado libre.

Por tanto, si observamos la presencia de tr-NOHg&anper se que hay union del
carbohidrato a la proteina y por tanto puede sepleada para la busqueda de
bibliotecas de glicoconjugados en su unidn a pnatefeceptoras, y permite ademas el
analisis conformacional de un glicoconjugado ewregitro de reconocimiento de una

lectina 151, 183-191

Experimentos de diferencia de la transferencia deasuracion (STD)

Los experimentos de diferencia de la transferedeasaturacion (STD, Saturation
Transfer Difference) son complementarios a los ewxpntos de tr-NOE y se
fundamentan en las diferentes propiedades enfoerte libre del ligando y el tamafo
del complejo debidas principalmente a la diferedgidamario entre amb¥8: 18- 19|
enorme potencial de esta técnica viene del poteqoe tiene para la busqueda de
compuestos que se unan a ligandos y ademas ladagae determinar los epitopos de
reconocimiento del ligando a nivel atémi¢8.El espectro de transferencia de la
saturacion por si solo no tiene la misma reperaugige si lo combinamos con los
especto de sustraccidon. Ambos experimentos comjemtge permiten separar las

sefales de las moléculas que se unen a la prateiaguellas que no.

Para explicar con mas detalle este experimentdelse aclarar que se basa, como se ha
mencionado, en la transferencia de la saturaci&@dedéa proteina al ligando en el
estado asociado y que por su parte esta en equitibn su estado libre en disolucién,
siendo en la forma libre en la que se detectatlaaaon. De este modo, la sustraccion
del espectro en el que se saturan las resonareiasptioteina del espectro en el que no
se saturan, se obtiene un nuevo espectro, difereani el que sbélo se observan las
sefales del ligando que se hayan visto afectadds paturacion. Para asegurar que la
variacion de la intensidad de las sefales del digaproviene Unicamente de la
transferencia de saturacion desde la proteina @andio, debemos irradiar

exclusivamente las sefiales de la proteina sin gsieséfiales del ligando se vean
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afectadas. La irradiacion selectiva de la protei@aconoce comon-resonancey el
valor de la frecuencia que se emplea generalmstdeafrededor de -1 ppm, puesto que
en esta region del espectro no se va a enconirguma sefial de resonancia del ligando
y si de la proteina. También es posible elegir fueeuencia de saturacion entre 7-8
ppm, pero siempre y cuando el ligando no presenguna sefal en esa region. Para
conseguir la irradiacion selectiva se usa generaineucesivos pulsos gaussianos,
siguiendo la secuencia descrita por primera vezsperautore¥’ *|o cual supone
una ventaja en cuanto a la robustez del métodtefeentro tipo de pulsos que pudieran
emplearse. Por cuestiones técnicas, para obtemsipettro en el cual esta presente el
complejo ligando-receptor pero sin irradiar seleshente al receptooff-resonancges
necesario elegir un valor de frecuencia en el qpgeaseguremos que no hay ninguna
sefal ni del ligando ni del receptor, ya que n@e@sble programar un experimento
STD en el que no haya irradiacion. Para este firsusgden seleccionar valores de
frecuencia de 30-50 ppm, alejados de la regiénotsppelonde se encuentran las sefiales
correspondientes al ligando o al receptor.

Este efecto se basa en la capacidad de las maéwutad de relajar muy
eficientemente. La saturacion selectiva de la rasca de la proteina provoca que la
magnetizacion se transfiera intramolecularmenteas de toda la proteina (difusion
de espin) hasta que llegue al sitio de unién. Cuadigando es reconocido por el
receptor y se produce la interaccion, la magnédtimase transfiere intermolecularmente
a los protones del ligando que se encuentren etaatonintimo con la proteina (Figura
27). La transferencia de la saturacion sera magefe cuanto mas largo sea el tiempo
de saturacion y mayor sea el tamafio del recepgseptando ademas la ventaja de que

no hay limite superior respecto al tamafio del recep
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Irradiacion selectiva
de la proteina

Figura 27. Esquema del experimento de STD. Cuando el ligamgoacciona con la proteina
irradiada, la saturacion se transfiere al ligandomo se trata de un intercambio rapido, el

ligando conserva sus caracteristicas en el esta@oque es donde se detecta.

Con los experimentos STD, es posible detectaraoténnes ligando-proteina cuando
las constantes de disociacion estan entré yQL0® M. Las aplicaciones de estos
experimentos de STD son muy variadas, por ejemplbasdescrito la posibilidad de
determinar los protones de los ligandos que int&waan con la proteina de una mezcla

de moléculas procedentes de extractos o bibliof8€d8**%

El STD, también permite llevar a cabo estudiosed@emocimiento del sustrato por parte
de una enzim&®**® Por ejemplo, en el grupo del Dr. Petetsal. se ha estudiado la
especificidad de la galactosiltransferasa humarsporesable de la sintesis del
determinante antigénico del grupo sanguineo B psustrato donaddr® ' Ademas,
tiene aplicacion para llevar a cabo un mapeo rééinde los epitopos de diferentes
glicoconjugados en su unién a proteinas que reemneelectivamente carbohidratos.

119y Haselhorset al?®® han empleado estos experimentos

Por ejemplo, Bhuniat a
STD para llevar a cabo el reconocimiento de siadilvis' mediante dos lectinas
especificas de estos residuos. Incluso, para laaafin de los experimentos STD a
células enteras, se ha descrito una técnica dee diifdrencia (STDD-NMR) que

basicamente lo que hace es filtrar la sefial decfoleda céluld?®

|.4.4- Fluorescencia.

Las proteinas pueden presentar en su secuenciaoduitios con propiedades
fluorescentes: triptofano (Trp), tirosina (Tyr) gnflalanina (Phe). Estos residuos se
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utilizan como sondas intrinsecas de fluorescencéaa pla caracterizacion vy
cuantificacion de diferentes efectos: cambio de pidmperatura, unidon de
glicodendrimeros y asociacién proteina-proteinareemtros. Dependiendo de la
longitud de onda de excitacion se obtiene unamé@ion u otra, asi 3kxc €S 280 nm

el espectro de emisidon corresponde a los residwog Trp; sin embargo si se excita a
hexc 295 nm la emisiébn es Unicamente causada por el Hrpriptéfano es un

aminoacido natural cuya cadena lateral contiengrupo indol sustituido en posicion
C3 (Figura 29). Presenta un comportamiento fotmfisomplejo, que aunque limita en
muchos casos su utilizacion como sonda fluoresaamtgistintos sistemas bioldgicos,
siempre representa un buen punto de partida emrkcterizacion de las proteinas

nativas.

Figura 29- Estructura del aminoécido triptéfano.

La emision del Trp es muy sensible a la polaridglchdcroentorno que le rodea, asi, las
proteinas que poseen estos aminoacidos presamagmision entre 320nm, si el Trp
esta oculto y 350 nm cuando el Trp se encuentraestp. La variacion en la intensidad
de fluorescencia y el desplazamiento de la longiteconda del maximo de emision,

Amax PErmMiten caracterizar y cuantificar diferentesfeenos

Laviscumina presenta en su estructura primariaatal e 8 triptéfanos (Trp), 7
tirosinas (Tyr) y 5 fenilalaninas (Phe). La adicia los glicodendrimeros produce una
disminucién de intensidad de la sefial en la mueasiginal, a este fendmeno se le
denomina amortiguacion o inhibicién de fluorescangixisten dos tipos de inhibicién;

dinamica y estatica.

La inhibicion dinamica se debe a los choques onasios entre las moléculas. En
cambio en la inhibicion estatica esta desactiva@éndebe fundamentalmente a la
formacion de complejos. Ambos requieren contacttecutar entre el fluoroforo y el

inhibidor. La inhibicion colisional (dinamica) seestribe por la ecuacion de Stern-

Volmer que se representa a continuacion.
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Fo _
1+ Kol
F sviQ

Donde k5 y F son las intensidades de fluorescencia en aizssgnen presencia del
ligando respectivamente; [Q] es la concentracionligando; K, es la constante de
inhibicion de Stern-Volmer. El valor desKes la pendiente de la recta obtenida al
representar §f frente a la concentracion del ligando [Q]. Uearesentacion lineal
indica un caso sencillo en los que todos los fliovas son igualmente accesibles para

el inhibidor.

En el caso de proteinas con mdultiples residuos domo la viscumina, se utiliza una
ecuacion modificada de Stern-Volmer que tiene eentzula fluorescencia de los
resiudos que no intervienen en la union, pero qaetribuyen al total de la
intensidad® 2% En este caso se utiliza la ecuacién modificada gemos a

continuacion.

E:fO+L

K 1+K, Q]

Donde kb y F son las intensidades de fluorescencia en aiagsgnen presencia del
ligando respectivamentep s la fraccion de contribucion a la fluorescerdéalos
residuos que no intervienen en la union, que staimente inaccesibles al ligandq; f
es la fraccidon de fluorescencia correspondientesadsiduos que se ven afectados por
la union al ligando; Kes la constante de amortiguacion de Stern-Volrada draccion

accesible al ligando; y [Q] es la concentracionigando.

|.4.5- Calorimetria isoterma de titulacion.

Es una técnica fisica que permite determinar lagg&rpetros termodinamicos de las
interacciones quimicas. Es una técnica cuantitatiediante la cual se pueden medir
directamente constantes de afinidéd)( cambios de entalpiaK) y la estequiometria

(n) de la interaccion entre dos o0 mas moléculas smwdiion. De este modo es posible
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calcular la energia de GibbAG) y la variacion de la entropia\$ del proceso

mediante la ecuacion:
AG = RTInKpy = AH -TAS
R = constante universal de los gases ideT = temperatura absolu

Un calorimetro esta compuesto por dos celdas w#nhiechas de un mate conductor
térmico altamente eficiente recubierto por una @& adiabaticdFigura28). Se emplean
circuitos termopila/termopar muy sensibles par@atat diferencias en temperatura
entre la celda de referencia (llena de tampon a@)agla celda de mues que contiene
la macromolécula. Antes de la adicion ligando se aplica una poten constante (<
ImW) a la celda de referencia y se pone en funoi@r#o un circuito c
retroalimentacion que activa un calefactor en ldacede la muestra. Durante
experimento el ligando es afiadido a la celda deuestr. en cantidades perfectame
conocidas produciendo calor o absorbiendo calor rdetlio dependiendo de
naturaleza de la unidon. Las medidas que se recsgeria potencia en funcién
tiempo requerida para mantener una temperaturadigedéentre la cea de muestra y

de referencig® 2®

Inyeccidn de ligando

Agitador

Celda de Celdade
referencia muestra

Manta
adiabatica

Figura 28. Representacion esquematica de un dispositivo de
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En una reaccidon exotérmica, la temperatura deltiaae muestra aumenta a medida
gue se adiciona el ligando. Esto provoca una digom de la potencia eléctrica
aplicada al calefactor de la celda de muestra paraener las temperaturas iguales en
las dos celdas. En una reaccion endotérmica, odarreontrario, el circuito de
retroalimentacion aumenta la potencia aplicada pematener la temperatura constante.
Los datos se recogen como |asl/s necesarias para mantener a la misma temgseratu
la celda de muestra y la de referencia. Como @ulse obtienen una serie de picos de
flujo de calor/inyeccién que pueden integrarse mspecto al tiempo dando lugar al
calor producido en cada inyeccion. Estos caloreslymdos se pueden analizar en
funciébn de la concentracion molar de ligando y malécula usados en el

experimento para obtener los parametros termodauénde la unién.

La versatilidad de ésta técnica hace que puedeaagdi al estudio de diversos procesos
biolégicos. Ademas de los ejemplos vistos anteréoner’ 2%’ ésta metodologia se ha

8,, 209 al

aplicado al estudio de la cuantificacién de laidfid de unién especifié
descubrimiento de nuevos farmaétso a la caracterizaciéon del mecanismo de accién
enzimaticd®' También encontramos ejemplos del uso del ITGleestudio de la

interaccién de glicodendrimeros con lectifigs?*?
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[.5- Objetivos.

El objetivo de la presente memoria es la sintasisiga de nanoestructuras basadas en
carbohidratos para llevar a cabo el estudio derdot&n carbohidrato-proteina
mediante distintas técnicas biofisicas como SPRNRflMorescencia e ITC.

Para desarrollar este objetivo general, nos plamisalos siguientes objetivos mas

especificos.

1- Desarrollo de una estrategia sintética pardntesis de nanoestructuras omres
aromaticos y conjugacion-extendida tipo etinilbenceno, basado en la reaccé

Sonogashira asistida por microondas.

2- Desarrollo de una estrategia sintética pardnigess de nanoestructuras aromaticas
con coresbencénicos funcionalizados con acetilenos termédlasada en reacciones
de S2 y Mitsunobu.

3- Desarrollo de una estrategia sintética paraftesis de nanoestructuras alifaticas

funcionalizadas con cloruros de acido.

4- Puesta a punto de la sintesis de de la lactosaohalizada con un grupo azida

terminal o un grupo naftaleno terminal.

5- Puesta a punto de una estrategia sintéticaldasala reaccion de cicloadicion 1,3-
dipolar asistida por microondas, para la sintesigjltcodendrimeros funcionalizados

con lactosa y conore aromatico y alifatico.

6- Puesta a punto de una estategia sintética basaldareaccion de amidacion, para la
sintesis de glicodendrimeros funcionalizados coto&a unida a 1,5-diaminonaftaleno

y concore alifatico.

7- Estudio de caracterizacion estructural de lasodendrimeros obtenidos en los

apartados 5y 6.

8- Estudio de las interacciones glicodendrimerownisina mediante SPR, STD,

fluorescencia e ITC.

9- Estudio de las interacciones glicodendrimerounsna mediante modelado

molecular.

60



Introduccion

[.6- Resumen en inglés.

- Introduction.
Carbohydrates are the most abundant type of biamalge on the planet. They play
very different roles in nature such as energy keser molecular recognition
intracellular trafficking or interactions that occhetween pathogenic microorganisms
and viruses with the surface of mammalian cellsbGaydrates are expressed on cell
surfaces and bind to proteins or glycoproteins fogrmembrane lipids or glycolipids.
Despite its critical importance, the carbohydratetgin interactions are characterized
paradoxically by a relatively weak association ¢ants (milli-micromolar). In nature,
this situation is normally compensated for by dagplg multiple copies of the same
carbohydrates act as ligands in the extracelluanains. This phenomenon results in a
synergistic and cooperative effect, known as déodor glicocluster effect. The
neoglycoconjugates are synthetic analogs of theesponding natural glycoconjugates
(glycoproteins and glycolipids) that mimic theirhaerior in their interaction with the
environment. A synthetic compound having a carbadtgdwith a multivalent effect is
generally referred to as multivalent neoglycocoajeg Among the most commonly
used types included in multivalent neoglycoconjagave can find glycodendrimers,
which has in the surface carbohydrate compounks.t&rm lectin applies to proteins
or glycoproteins of non-immune origin which spezafly recognize carbohydrates on
cell surface or suspension. These proteins arelywliigtributed in nature and have been
identified in different organisms such as virusesgteria, fungi, plants or animals.
The objectives of this thesis are:
1. Lactose functionalization with suitable groups fdhe formation of
glycodendrimers specifically functionalization wamine and azido groups.
2. Synthesis of the suitable cores for binding lactosmctionalized to
glycodendrimers, in particular aliphatic and aramaynthetic cores.
3. Synthesis of glycodendrimers by bonding lactosethadreviously synthesized
cores by {2 and 1-3dipolar cycloaddition catalyzed by microea
4. Molecular characterization of newly synthesizedenales.
5. Study of the interaction of synthesized glycodemérs with lectins of

biological interest, using different techniques.
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Results.

In this thesis we have synthesized new glycoderetsndividing them into two groups,
those with a central core with aliphatic and aramabre. Carbohydrates have been
synthesized functionalized with azide and aminaugsy have joined the various cores
functionalized with alkyne groups or acid chloridespectively. After synthesis and
characterization by NMR, their interactions weredsd with theViscum album
agglutinin, a lectin of biological interest. Thechaiques used were SPR, STD-NMR,
ITC and Fluorescence. The SPR technique allowsotodwuct kinetic analysis of
biomolecular interactions in a manner accessiblee@ time and without the need to
make the molecules, this technique gives kinetramaters as association constants,
dissociation. As the detection is independent efd¢hemical nature of the samples, in
principle, all types of molecules are susceptildestudy by this technique: proteins,
lipids, nucleic acids, drugs, cofactors or carbahtel We found that th&p of the
interaction of the viscumin with the glicodendrimeare in the uM range, and the
stronger interaction appears with the tri and W#a&tent compounds. The STD-NMR
experiments are based on the different properw&den the free form of the ligand
and complex size mainly due to the size differenesveen them. The study indicates
that the viscumin interactsmainly with the hidrayypups of the galactose moiety. ITC
is a physical technique for determining the therymaanic parameters of the chemical
interactions. It is a constant directly quantitatiechnique whereby one can measure
affinity and enthalpy changes the stoichiometryhef interaction between two or more
molecules in solution. The results indicated tlinat interaction of the molecules with
the viscumin is in the uM range. Fluorescence tiscAnique to analyze the interaction
between a protein and a ligand. Fluorescence spectf the protein as the ligand
concentration is increased is measured, changdkeirspectra give us information
interaction. As we increase the ligand concentrnaisoa change in the tertiary structure
of the protein, suggesting that an interaction cetetween glycodendrimers and the
viscumin. Glycodendrimers that have worked besthigir interaction with viscumin
have been those who have a central core with arometups within. The compounds
which interact the best with the protein are tinatent and tetravalent ones, compared

with the bivalent. The obtained kinetis are comsittvith the literature.
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Materiales y métodos

I1.1- Materiales

Todos los reactivos se obtuvieron de diferentesascasomerciales y se usaron
directamente sin necesidad de purificacion preBi@-Rad, Fisher, Fluka, Merck,
Pierce, Scharlau, SDS, Sigma-Aldrich.

Los espectros de resonancia magnética nuclearoti@npy de carbono se registraron en
un espectrémetro de 300 MHz Bruker Avance y Brdkaance Il, empleando en ambos
casos tetrametilsilano como referencia interna. desplazamientos quimicos se

asignan en unidades de ppm. El disolvente emplieeddoroformo deuterado.

Los espectros de masas se registraron en un espetto BrukerReflex Il en una
matriz sélida de TCNQ por la técnica de MALDI. Lastos obtenidos estan expresados

en unidades de masa.

Para la cromatografia en capa fina se utilizaroometofolios de gel de silice
Macherey-Nagel G/UV254. Las cromatografias en cokrse realizaron con gel de
silice Scharlau 60, 0.04-0.06 nm para columna f@39-400 mesh), el eluyente se
indica en cada caso, se emplearon como reveladarepara de ultravioleta/visible
(UV/vis) deh = 254 nm, revelador de azucares: 10% de acidargdf en metanol y

calor, revelador de &cido fosfomolibdico 10% emeltg calor.

Las reacciones en microondas se han llevado a eabel equipo Biotage Initiator
Classic 2.5.

Los estudios de interaccion mediante SPR se reatizen un aparato BIAcore-3000
(Biacore). Los datos se analizaron empleando BIAEi@mn software version 4.1,
2003 (Biacore). Los Chips para inmovilizacion dmhdos en SPR, surfactantes y el kit
de unién covalente (amino coupling kit) fueron addas de GE Healthcare, Uppsala,
Suecia. La cadena B de la lectina\dscum albuniviscumina), fue proporcionada por
el Prof. Dr. H.J. Gabius.

Los estudios de STD realizados por el grupo de. Binfénez Barbero se registraron

mediante un espectrémetro Bruker Avance de 50@yMi8z equipados con criosonda.

Los estudios de fluorescencia se realizaron enspaatrofluorimetro modular PTI. En
todos los experimentos se utilizaron cubetas dezouddellma con una longitud de paso

de 0.2 cm. Los espectros realizados se han obteoiwoo promedio de tres
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acumulaciones. La temperatura de trabajo se martametante mediante un Peltier
TLC 50 integrado en el espectrofluorimetro. El miglde espectros asi como la
adquisiciéon de datos se ha realizado medianteogt@ma FELIX 32.

Los experimentos de calorimetria se realizaron eamglo un micocalorimetro
MicroCal iTC 200 de GE Healthcare.

[I.2- Sintesis quimica de glicoconjugados y glicoddrimeros.
[1.2.1- Funcionalizacién de la lactosa.

[1.2.1.1- Sintesis de O-acetil-lactosa (2).

OAc AcO

En un matraz se afladen lact@gd0 g, 29.2 mmol) anhidrido acético (27 g, 264 ©hmo
y piridina (2.44 g, 30 mmol) previamente destilalda.reaccion se calienta a 100° C y
se deja en agitacion durantes 12 horas. Se dejarend reaccion y se afiade &tb.

La fase organica se lava con HCI 2%, una disotusaiurada de NaHGQ@ finalmente
con una disolucion saturada de NaCl. Se seca dadi@gnica con MgSfanhidro y se
evapora el disolvente a presion reducida. Se abtiensolido de color blanco con un
rendimiento del 94% que no necesita posterior jpagfon para ser utilizado en la

siguiente etapa de reaccion.

[1.2.1.2- Sintesis de 1-bromo-hepta-O-acetp-lactosa (3).

AcO
OAc AcO

o)

AcO O

AcO
AcO AcO
Br

En una matraz de fondo redondo se adiciona undudiéa de2 (5 g, 2.95 mmol) en
CH.Cl; anhidro (5 ml), se afaden, gota a gota, 5 ml de #1E80% en acido acético

glacial y a 0° C. Finalizada la adicion, se dejagitacion durante 3 horas. La reaccion
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se sigue mediante TLC, usando como eluyente, uaalande CHCl,:MeOH (20:1). El
crudo de reaccion se adiciona sobre un bafio deldgleaen agitacion, se deja reposar
y se observa la formacion de dos fases. Se exréasé organica con Géll, se lava
con: agua, NaHC®y NaCl. Se seca con Mg3@nhidro y se evapora el disolvente a
presion reducida. Se obtiene un sélido blanco eorendimiento del 69 %. RMN-1H,
300 MHz, (CDCI3)é (ppm):1.96, 2.05, 2.06, 2.07, 2.09, 2.12, 2.157(£H3), 3.86
(t,J=9.8 Hz, 1H, H-4), 3.88 (m, 1H, H-5"), 4.0&%:20 (m, 4H, H-6B, H-5,H-6""A, H-
6"'B), 4.49(m, 1H, H-6A), 4.52 (d, J= 7.8 Hz, 1H]1A), 4.77 (dd, J=10.0 y 4.1 Hz, 1H,
H-2), 4.96 (dd, J= 9.8 y 3.3 Hz, 1H, H-3"), 5.12,(d= 9.8 y 7.8 Hz, 1H, H-2"), 5.35 (d,
J=3.3 Hz), 1H, H-4"), 5.55 (t, J=10 Hz Hz, 1H, H-8)52 (d, J= 4.1 Hz, 1H, H-1).
RMN-13C, 75,5 MHz, (CDCI3)d (ppm): 61.02, 61.19, 66.65, 69.07, 69.63, 70.82,
70.86, 71.00,73.01, 74.95, 86.42 (C-1), 100.89 (¢-169.04 (CO), 169.30 (CO),
170.04 (CO), 170.13 (C0O),1780.21 (CO), 170.25 (ADY.41.

[1.2.1.3- Sintesis de 1-O-(3-cloropropil)-hepta-O-eetil-g-lactosa (4).

AcO
OAc AcO
AcO 2 0%0 Cl
c
Pl ACO ~ N

AcO

Se disuelve3 (4 g, 5.71 mmol) en 4.75 ml de 3-cloropropanol dmhi(5.4 g, 57.1
mmol), se afladen Hg(CNL.44 g, 5.71 mmol), HgB(205 mg, 0.57 mmol) y se agita
la mezcla a temperatura ambiente durante 6 hoeasediza un seguimiento de la
reaccion mediante TLC, usando como eluyente unzlmee Hexano:AcOEt (2:3). Se
disuelve el crudo de reaccién en LWy se lava la fase organica con NaHGNacCl.
Se sec6 dicha fase con Mg&Dhidro y se evaporo el disolvente a presion reldudtl
crudo obtenido se purifica mediante cromatografiashf utilizando como
eluyenteHexano:AcOEt (2:3). Se obtiene el proddctomo un aceite incoloro con un
rendimiento de 75%. RMN-1H300 MHz, (CDCI3)é (ppm):1.93-2.11 (7 CH3), 1.95
(m, 2H, H-2), 3.55 (t, J=6.8 Hz, 2H,H-3), 3.60Jt6.8 Hz, 2H, H-1), 3.57 (m, 1H, H-
59, 3.75 (m, 1H, H-4"), 3.85 (m, 1H, H-57), 4.®24m, 3H, H-6'B, H-6"" A, H-6"" B),
4.43 (d, J= 7.8 Hz, 1H, H-1" ), 4.44 (m, 1H, H-§/ A.46 (d,J=7.8 Hz, 1H, H-1"), 4.85
(dd, J=9.8y 7.8 Hz, 1H, H-2"), 4.92 (dd, J=9.8.% Hz, 1H, H-3"" ),5.06 (dd, J=9.8 y
7.8 Hz, 1H, H-27), 5.16 (t, J=9.8 Hz, 1H, H-3")36 (d, J=3.3 Hz, 1H, H-4""). RMN-
13C, 75,5 MHz, (CDCI3)3 (ppm): 20.55-20.90 (7 CH3), 32.31 (C-2), 41.363)C-

66



Materiales y métodos

60.29 (C-6"), 61.95 (C-17), 66.30 (C-1), 66.604C), 69.03 (C-2°"), 70.58 (C-5"),
70.90 (C-37), 71.54 (C-2), 72.57 (C-3"), 72.615G, 100.69 (C-1"), 100.95 (C-1"),
169.19 (CO), 169.70 (CO), 169.87(CO), 170.14 (CDY0.24 (CO), 170.43 (CO),
170.49 (CO).

[1.2.1.4-Sintesis de 1-O-(3-azidopropil)-hepta-O-aatil-B-lactosa (5).

AcO
OAc AcO
c
O AcO ~ >3

AcO

Se disuelvel (2 g, 2.8 mmol) en DMF seca (10 ml) y se calidateisolucion a 60° C.
Una vez disuelto el compuesth se aflade NajN270 mg, 4.2 mmol) y se deja en
agitacion 24 horas a 100° C. Se realiz6 un segotmide la reaccion mediante TLC
usando como eluyenteHexano:AcOEt (1:2). Se dejaaenf se disuelve el crudo en
acetato de etilo. La fase organica se lava con ggusa disolucién saturada de NaCl.
Se seca la fase organica con Mg2@hidro y se evapord el disolvente a presion
reducida. El crudo obtenido se purific6 median@ratografia flash utilizando como
eluyenteHexano:AcOEt (1:2). Se obtieneomo un solido blanco con un rendimiento
36%. RMN-1H,300 MHz, (CDCI3)é (ppm):1.73 (m, 2H, H-2), 1.80-2.10 (21 H, 7
CH3), 3.25 (t, J= 6.4Hz, H-3), 3.47 (m, 1H, H-1B)53 (m, 1H, H-5"), 3.71 (t, J=9.4
Hz, 1H, H-4"), 3.81 (m, 1H, H 57), 3.83 (m, 1H,1A), 3.95-4.05 (m, 3H, H-6'B, H-
6"A, H-6"'B), 4.39 (m, 1H, H-6"A), 4.38 (d,J=7.&HLH, H-1"), 4.42 (d, J=7.8 Hz, H-
1), 4.77 (dd, J=9.4 y 7.8 Hz, 1H, H-2"), 4.80,10.4 y 3.4 Hz, 1H, H-3"), 4.99
(dd,J=10.4y 7.8 Hz, 1H, H-2""), 5.08 (t, J=9.4 HHK, H-3"),5.23 (d, J=3.4 Hz, 1H, H-
4”"), RMN-13C,75,5 MHz, (CDCI3)5 (ppm): 28.94 (C-2), 47.92 (C-3), 60.84 (C-6""),
61.95 (C-67),66.43 (C-1), 66.65 (C-4"), 69.11 (C}270.66 (C-5"), 70.94 (C-37),
71.62 (C-27), 72.66 (C-3"),72.74 (C-5"), 76.19 (¢-400.52 (C-17), 100.99 (C-17),
169.00 (CO), 169.54 (CO), 169.68 (C0O),169.96 (ATN.07 (CO), 170.28 (2x CO).

[1.2.1.5- Sintesis de 1-O-(2-propen-1-il)-hepta-Oeztil-p-lactosa (6).

AcO
OAc AcO
c
AcO AcO T

AcO
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Se disuelve3 (4 g, 5.71 mmol) en 4.75 ml de alcohol alilico (5.457.1 mmol), se
afiaden Hg(CN)1.44 g, 5.71 mmol), HgB(205 mg, 0.57 mmol) y se agita la mezcla a
temperatura ambiente durante 6 horas. Se realizaegnimiento de la reaccion
mediante TLC, usando como eluyente una mezcla adartdeAcOEt (2:3). Se disuelve
el crudo de reaccion en GEl,y se lava la fase organica con NaHGONaCl. Se seco
dicha fase con MgSf{anhidro y se evapor6 el disolvente a presion redudtl crudo
obtenido se purifica mediante cromatografia flaghilizando como eluyente
Hexano:AcOEt (2:3). Se obtiene el compueSt@omo un aceite incoloro con un
rendimiento de 68%. RMN-H(CDCk,  ppm): 1.94-2.12 (7 CH3), 3.57 (m, 1H, H-
57, 3.78 (t, J= 9.7 Hz, 1H, H-4"), 3.86 (t, J=61Z, 1H, H-5""), 4.02 (dd, J= 6.9, 1.3 Hz,
1H, H-6"" B), 4.05 (dd, J= 15.0, 0.8 Hz, 1H, H-1B)Q7 (dd, J= 12.1, 5.6 Hz, 1H, H-
6'B), 4.08 (dd, J=11.9, 2.4 Hz, 1H, H-6""A), 4.28I(J= 13.2, 4.9 Hz, 1H, H-1A), 4.44
(d, J=7.8 Hz, 1H, H-1""), 4.49 (d,J=7.8 Hz, 1H1H, 4.50 (m, 1H, H-6"A), 4.93 (dd,
J=9.8y 7.8 Hz, 1H, H-2"), 4.91 (dd, J=9.8 y 38 HH, H-3"" ), 4.93 (dd, J=9.8y 7.8
Hz, 1H, H-2"), 5.11 (dd, J=9.8 y 7.8 Hz, 1H, H-25)17 (dd, 1H, J=10.5, 9.2 Hz, 1H,
H-3B), 5.19 (m, 1H, H-3A), 5.27 (t, J=9.8 Hz, 1H:3¥), 5.32 (d, J=3.3 Hz, 1H, H-47),
5.81 (m, 1H, H-2). RMN-& (CDCkL5 ppm): 21.34-20.97 (7 CH3), 61.19 (C-6"), 62.39
(C-67), 66.98 (C-47"), 69.45 (C-27"), 70.45 (C-1).06 (C-57"), 71.40 (C-37"), 72.02 (C-
27),72.98 (C-3), 73.21 (C-5"), 76.71(C-4"), 99(€81"), 101.51 (C-17), 118.14 (C-3),
133.71 (C-2), 169.46-170.76 (7CO).

[1.2.1.6-Sintesis de 1-O-(2-acetaldehido)-hepta-Ceatil-p-lactosa (7).

AcO
OAc AcO
C
AcO  AcO ~"So

AcO

Disolvemos6 (1 g, 1.48 mmol) en diclorometano anhidro (50 ral)-78° C e

introducimos una corriente de ozono a un flujo tam®, mantenemos en agitacion
durante 40 minutos, hasta que la disolucion adgquiertono azulado. A continuacion
quitamos la corriente de ozono e introducimos wmeente de argon durante 5 minutos
para eliminar los restos de ozono, posteriormeftaianos sulfuro de dimetilo en
exceso (2mmol). Cuando la solucién ha perdido #rcazulado dejamos atemperar
hasta alcanzar la temperatura ambiente y eliminahdsolvente a vacio, el crudo de

reaccion lo purificamos mediante cromatografia diemna de silica empleando una
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fase movil hexano-acetato de etilo (1:2), obteneihd8.75g, 75%) como un solido
blanco. RMN-H, (CDCk, & ppm): 1.97-2.16 (7 CH3), 3.62 (m, 1H, H-5"), 3@1J=
9.7 Hz, 1H, H-4"), 3.87 (t, J=6.7 Hz, 1H, H-5"")0& (dd, J= 6.9, 1.3 Hz, 1H, H-6"" B),
4.05 (dd, J= 15.0, 0.8 Hz, 1H, H-1B), 4.08 (dd,1.21, 5.6 Hz, 1H, H-6"B), 4.12 (dd,
J=11.9, 2.4 Hz, 1H, H-6""A), 4.17 (dd, J= 15.0, B8 1H, H-2B), 4.26 (dd, J= 15.0,
0.8 Hz, 1H, H-2A), 4.47 (dd, J=12.0, 2.2 Hz, 1HBH), 4.49 (d, J= 7.8 Hz, 1H, H-
17), 4.55 (d,J=7.8 Hz, 1H, H-1"), 4.96 (dd, J=9.8.3 Hz, 1H, H-3"" ),5.00 (dd, J=9.8
y 7.8 Hz, 1H, H-2"), 5.11 (dd, J=9.8 'y 7.8 Hz, HH2""), 5.22 (t, J=9.8 Hz, 1H, H-3"),
5.35 (d, J=3.3 Hz, 1H, H-4""), 9.65 (s, 1H, H-IMR-C*? (CDCk$ ppm): 20.72-20.46
(7 CH3), 60.70 (C-6""), 61.58 (C-6"), 66.48 (C-468.94 (C-2""), 70.60 (C-57"), 70.83
(C-37), 71.10 (C-27), 72.36 (C-3"), 72.80 (C-57%.21 (C-1), 76.10 (C-4"), 100.70 (C-
1), 101.00 (C-17), 169.03-170.33 (7CO0O), 200.041jC

[1.2.1.7-Sintesis de 1-O-2-[1'-(5’-aminonaftil)amim]etil-hepta-O-acetilf-lactosa
(8).

OAcACO AcO
ACO%O%O\/\ O NH;
AcO A0 N Q

A una soluciéon de7 (500 mg, 0.75 mmol) en DMF anhidra (2 ml) afadinigs-
diaminonaftaleno (585 mg, 3.7 mmol), NafHN (95 mg, 1.5 mmol) y &cido acético
(20 pL), mantenemos la reaccion en agitacion en atmesiieerte a temperatura
ambiente durante 20 horas. A continuacion disohsesiarudo de reaccion en acetato
de etilo y lavamos con una solucién saturada deurosoédico y con agua,
posteriormente secamos la fase organica con Mg8idro, filtramos, rotamos y
purificamos mediante cromatografia de columna teasémpleando una fase movil
diclorometano-acetona (12:1), obtenen8o§&30 mg, 70%) como un sdlido morado.
RMN-H?!, (CDCk, 8 ppm): 1.80-2.01 (7 CH3), 3.38 (t, J= 6.8 Hz, 1H9H 3.57 (m,
1H, H-5"), 3.72 (t, J= 9.7 Hz, 1H, H-4"), 3.80J%6.8 Hz, 1H, H-10), 3.86 (t, J=6.7 Hz,
1H, H-5), 4.01 (dd, J= 12.1, 5.6 Hz, 1H, H-6"B)03 (dd, J= 6.9, 1.3 Hz, 1H, H-6"
B), 4.07 (dd, J=11.9, 2.4 Hz, 1H, H-6"A), 4.38 {& 7.8 Hz, 1H, H-1""), 4.40 (dd,
J=12.0, 2.2 Hz, 1H, H-6"A), 4.49 (d,J=7.8 Hz, 1H1H, 4.86 (dd, J=9.8 y 7.8 Hz, 1H,
H-2"), 4.89 (dd, J=9.8 y 3.3 Hz, 1H, H-3"" ),5.@4l, J=9.8 y 7.8 Hz, 1H, H-2""), 5.13
(t, J=9.8 Hz, 1H, H-3"), 5.27 (d, J=3.3 Hz, 1H, H}46.52 (d, J= 7.4 Hz, 1H, H-2),

69



Materiales y métodos

6.70 (d, J= 7.4 Hz, 1H, H-6), 7.12 (t, J=7.4 Hz, HH7), 7.16 (d, J= 7.4 Hz, 1H, H-8),
7.20 (d, J=7.4 Hz, 1H, H-4), 7.28 (t, J=7.4 Hz, HH3). RMN-C* (CDCk3S ppm):
20.96-21.26 (7 CH3), 44.02 (C-9), 61.18 (C-6""),482(C-6"), 66.97 (C-4"),68.77 (C-
10), 69.43 (C-2""), 71.04 (C-5), 71.38 (C-3"2.03 (C-2"), 73.08 (C-3"), 73.18 (C-
57), 76.71 (C-47), 100.89 (C-1"), 101.53 (C-1"95133 (C-2), 110.46 (C-6), 110.84 (C-
7), 111.06 (C-4), 124.64 (C-8a), 124.90 (C-4a),.62%C-8), 125.90 (C-3), 143.07 (C-
5), 143.91 (C-1), 169.56-170.87 (7CO).

[1.2.2- Sintesis de logoresfuncionalizados con grupo acetileno.

1.2.2.1- Procedimiento general de la reaccién deoBogashira: METODO A

L Ar-X
R———-H > R———Ar

Cul,Pd(PPh3),Cl,

A una solucion del derivado halogenado (Ar-X), FRIgCl, (5%) y una cantidad de
ioduro cuproso (10%) en trietilamina, recientemeaidstilada y saturada de argon , se
aflade el derivado acetilénico, gota a gota y céta@gn en atmosfera de argon. La
mezcla de reaccion se transfiere a un reactor deoaridas (Biotage Initiator Classic
2.5) y se calienta a 130° C durante 15 minutospés el crudo de reaccion se enfria a
temperatura ambiente y se elimina la trietilamin@aeio. El crudo de la reaccion se
disuelve en diclorometano y se lava con una satusaiurada de cloruro amoénico en
agua y una pequefia cantidad de KCN. Se seca lafgarica con MgSQanhidro y
después de filtrar el desecante y eliminar el d&suk, el crudo de reaccién se purifica

por cromatografia en columna de silica (flash).
[1.2.2.2- Procedimientos generales de desproteccidle acetilenos:
METODO B: desproteccion de trimetilsililacetileno.

K,CO4

R——TMS —> R——H
THF/MeOH

En un matraz se disuelve el derivado trimetilsiida una mezcla de disolventes
THF/metanol 4:1 (v:v) y se afiade el carbonatagiob, dejando la mezcla de reaccion
con agitacion a temperatura ambiente durante dosshdranscurrido este tiempo, se

elimina totalmente la mezcla de disolventes a fpresieducida, y se afiade una
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disolucidn acuosa de cloruro amonico. Se extraededarometano y la fase organica se
seca con sulfato magnésico anhidro, se filtra sécente y se evapora el disolvente. El
crudo de reaccidn se purifica por cromatografiadamna de silica (flash).

METODO C: desproteccion del derivado del alcohol popargilico.

R%’—OH ﬂ» R—H
tolueno

En un matraz se afiade el derivado del alcohol pgdm® disuelto en tolueno seco y se

afiade el hidréxido sddico seco y en polvo. La naegel calienta a reflujo durante tres
horas. Al cabo de este tiempo se deja enfriariltse €l NaOH y, posteriormente, se
elimina el disolvente a presion reducida. El crude® reaccion se purifica por

cromatografia en columna de silica (flash).

[1.2.2.3- Sintesis de 4-yodo-1-trimetilsililetinileenceno (10).

|©%TMS

Siguiendo el METODO A, a partir de 1-4-diyodobermed (6 g, 18.2 mmol),

Pd(PPh).Cl, (128 mg, 0.18 mmol), trimetilsilisacetileno (1.78 18.2 mmol), una
cantidad catalitica de ioduro cuproso y 25 ml detitamina en atmdésfera inerte,
después de 12 h de reaccion, se obtiene el compl@£2.01 g, 55%) (Hexano-AcOEt
3:1).*H RMN (CDCk): 7.63 (d, J=8.6 Hz, 2H), 7.17,(@8.6 Hz, 2H), 0.23 (s, 9H).

[1.2.2.4- Sintesis de 1,4-bis(3-hidroxi-2-metil-1tinil)benceno (11).
HO — — OH

Siguiendo el METODO A, a partir de 1-4-diyodobermed (4 g, 12.1 mmol),
Pd(PPh).Cl, (212 mg, 0.30 mmol), 2-metil-3-butin-2-ol (2.543§).3 mmol), Cul y 60
ml de NEg, se obtiene el compuesta (2.2 g, 75%), como un aceite incoloro (5CH-
AcOEt 3:1). 'H RMN (CDCh): 7.35 (s, 4H), 4.53 (s br, 2H), 1.53 (s, 12£0. RMN
(CDCl): 131.6, 123.2, 97.2, 80.6, 64.5, 31.3.
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[1.2.2.5- Sintesis de 1,4-bis(etinil)benceno (12).

Segin eMETODO C, a partir del compuestd (2 g, 8.25 mmol) en 25 ml de tolueno
seco y NaOH (28 mg, 0.7 mmol), pulverizado y satespués de 3 hr a reflujo, se
obtiene el compuestd? (853 mg, 82%), como un sélido blanco (Hexartb).RMN
(CDCly): 7.42 (s, 4H), 3.15 (s, 2H).

[1.2.2.6- Sintesis de 4-(3-hidroxi-3-metil-1-butinl)-1-yodobenceno (13).

Siguiendo el METODO A, a partir de 1-4-diyodoberme® (6 g, 18.2 mmol),
Pd(PPh).Cl, (127.8 mg, 0.182 mmol), 2-metil-3-butin-2-ol (1.§318.2 mmol), Cul y
25 ml de NE4, se obtiene, después de 12 h a 25° C, el conwpl@gR.47 g, 47%),
como un sélido blanco (Hexano-AcOEt 2:3 RMN (CDCk): 7.63 (d, J = 8.1 Hz,
2H); 7.12 (d, J = 8.1 Hz, 2H); 1.60 (s, 6H).

[1.2.2.7- Sintesis de 4-trimetilsililetinil-1-(3-hdroxi-3-metil-1-butinil)benceno (14).

TMS :—/_\\\/, — } OH

Siguiendo el METODO A, a partir de8 (2.47 g, 8.64 mmoles), Pd(PpCI, (611 mg,
0.86 mmoles), trimetilsilisacetileno(1.018g, 10.5nales), una cantidad catalitica de
ioduro cuproso y 25 ml de trietlamina en atmdsfererte, después de 12 h de
reaccion, se obtiene el compued# (1.80 g, 81%) (Hexano-AcOEt 5:13H-RMN
(CDCls): 7.40 (d, J=8.6 Hz, 2H): 7.33 (d, J=8.6 Hz, 2k§ (s, 2H); 0.24 (s, 9H)>C-
RMN (CDCk): 131.7, 131.4, 122.8, 122.7, 104.5, 96.0, 98867, 65.5, 31.3y 0.13.

[1.2.2.8- Sintesis de 4-etinil-1-trimetilsililetinibenceno (15).

TMS%@—:fH
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Siguiendo eIMETODO C, a partir del compuestiat (1.8 g, 7.0 mmol) en 25 ml de
tolueno seco y NaOH (28 mg, 0.7 mmol), pulverizgdseco, después de 3 h a reflujo,
se obtiene el compuest® (1.23 g, 89%), como un sélido amarilféi RMN (CDCE):
7.45 (s br, 4H); 3.20 (s, 1H); 0.30 (s, 9HY*C RMN (CDCk): 131.8, 131.7, 123.5,
122.1,104.3,96.4,83.1, 789y -0.13.

[1.2.2.9- Sintesis de 1,2-bis[4-((trimetilsilil)etnil)-1-fenilletino (16).

R o W o S

Siguiendo el METODO A, a partir des (1.98 g., 10 mmoles), Pd(PR¥Cl, (70.19 mg,
0.1 mmoles)10(2 g, 6.67 mmol), una cantidad catalitica de iodwproso y 25 ml de

trietilamina en atmdsfera inerte, después de 12 hedccién, se obtiene el compuesto
16 (1.65 g, 67%) (Hexano-Gi8l, 5:1).*H RMN (CDCk): 7.44 (s, 4H), 7.43 (s, 4H),
0.25 (s, 18H)=C RMN (CDCE): 132.0, 131.5, 123.2, 123.1, 104.7, 96.5, 90,1~

[1.2.2.10- Sintesis de 1,2-bis(4-etinil-1-fenil)eib (17).

=\ )=\ /)=
Siguiendo el METODO B, a partir d6 (1g, 2.69 mmol), KCO; (7.42 g, 53.8 mmol)
en la mezcla de disolventes THF/metanol (4:1) mher2 h, se obtuvd4 (530 mg,
87%), como un soélido blanco (Hexano-acetato de 8til).'"H RMN (CDCk): 7.47 (s,

8H, ArH); 3.17 (s, 2H);**C RMN (CDCE): 132.10, 131.49, 123.40, 122.18, 90.76,
83.20, 79.06.

[1.2.2.11- Sintesis de 1,3,5-tris(3-hidroxi-3-metil-butinil)benceno (19).

OH

= A
HO OH

Siguiendo el METODO A, a partir de 1,3,5-tribromobeno 18 (5 g, 16 mmol),
Pd(PPh).Cl, (4.49 g, 6.4 mmol), 2-metil-3-butin-2-ol (5.38 @&} mmol), Cul y 50 m|
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de NE§, se obtiene, después de 12 h a 25° C, el congpl@$d.15 g, 85%), como un
aceite amarillento (Hexano-AcOEt 1'H.RMN (CDCk): 7.39 (s, 3H, ArH); 1.56 (s,
18H); **C RMN (CDC}): 137.2, 123.3, 94.9, 80.5, 65.5, 31.4.

[1.2.2.12- Sintesis de 1,3,5-trietinilbenceno (20).

I

= S

Siguiendo eIMETODO C, a partir del compuesi® (2 g, 6.16 mmol) en 25 ml de
tolueno seco y NaOH (24.4 mg, 0.61 mmol), pulvetizgy seco, después de 5 h a
reflujo, se obtiene el compues® (740 g, 82%), como un sélido blantd.RMN
(CDCly): 7.57 (s, 3H, ArH); 3.15 (s, 3H)*C RMN (CDCk): 135.6, 122.9, 81.6, 78.7.

[1.2.2.13- Sintesis de 1,3,5-tris[4-(trimetilsililénil)fenil]etinilbenceno (21).

Siguiendo el METODO A, a partir d20 (315 mg, 2.1 mmol), Pd(PBECI, (590 mg,
0.84 mmoles)10 (2.52 g, 8.4 mmol), una cantidad catalitica de iodwproso y 45 ml
de trietilamina en atmosfera inerte, después de d@ reaccién a 60° C, se obtiene el
compuesto21 (90%), como un sélido amarillento (Hexano-C#p 5:1). 'H RMN
(CDCly): 7.61 (s, 3H, ArH); 7.44 (s, 12H, ArH), 0.24 2§H, SiMe).
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[1.2.2.14- Sintesis de 1,3,5-tris(4-etinilfenil)etiilbenceno (22).

Siguiendo el METODO B, a partir d&1 (280 mg, 0.42 mmol), ¥CO; (1.16 g, 8.4
mmol) en la mezcla de disolventes THF/metanoll)(4on agitacion durante 3 h, se
obtuvo 22 (140 mg, 74%), como un sélido amarillo (Hexanotaiede etilo 8:15H
RMN (CDCl): 7.62 (s, 3H, ArH); 7.50 (s, 12H, ArH), 3.12 &H). **C RMN (CDCE):
135.42,135.28, 131.84, 123.85, 123.16, 81.89,6/8.7

[1.2.2.15- Sintesis de 5-bromo-1,3-bis( 3-hidroxi-getil-1-butinil)benceno (23).

Br

= AN
HO OH

Siguiendo el METODO A, a partir de 1,3,5-tribromnbeno18 (4 g, 12.74 mmol),

Pd(PPB).Cl; (1.78 g, 2.54 mmol), 2-metil-3-butin-2-ol (2.132H.4 mmol), Cul y 25

ml de NEg, se obtiene, después de 18 h a 25° C, el conmp2@$2.57 g, 63%), como
un aceite amarillento (Hexano-AcOEt 2:RMN-H*: 7.59 (s, 1H), 7.34 (s, 2H), 1.59
(s, 12H).
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[1.2.2.16- Sintesis de 1,4-bis[3,5-bis(3-hidroxi-Bietil-1-butinil)feniletinilloenceno

(24).
HO OH
N\ 4
(=)= \_/
Vi AN
HO OH

Siguiendo el METODO A, a partir d23 (2.44 g, 7.59 mmol), Pd(PBkCI, (533 mg,
0.76 mmoles)12 (319 mg, 2.53 mmol), una cantidad catalitica deliodcuproso y 10

ml de trietilamina en atmdsfera inerte, después2die de reaccion a 60° C, se obtiene el
compuest®4 (600 mg, 40%), como un aceite amarillento (HexAo®Et 1:2). RMN-
HY: 7.61 (s, 2H), 7.57 (s, 4H), 7.32 (s, 4H).

[1.2.2.17- Sintesis de 1,4-bis[3,5-bis(etinil)feratiniljbenceno (25).

N\ i
}2\/ = \_/ — \_/
Y/ A\

Siguiendo eMETODO C, a partir del compues# (500 mg, 0.82 mmol) en 15 ml de
tolueno seco y NaOH (13.2 mg, 0.34 mmol), pulvetizg seco, después de 3 h a

reflujo, se obtiene el compues?d (193 g, 63%), como un sélido amarillo (Hexano-
AcOEt 20:1). RMN-H: 7.61 (s, 4H), 7.56 (s, 2H), 7.49 (s, 4H), 3.094¢8). °C RMN
(CDClg): 135.27, 135.13, 131.69, 123.81, 123.00, 90.9218 81.73, 78.60.

[1.2.2.18- Sintesis de 3,5-bis(2-propin-1-oxi)-bepnato de metilo (27).
\ /
o o

COOMe

Se disuelve 3,5-dihidroxibenzoato de met#6)((5 g, 30.45 mmol) en DMF (10 ml), se
afade KCO; (10.5 g, 76 mmol) y se agita durante 30 minutosoAtinuacion se afade
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bromuro de propargilo (10.9 g, 91.5 mmol) mantetiieta agitacion 12 h. Una vez
finalizada la reaccion, se disuelve el crudo deagiéa en acetato de etilo y se lava con
una solucién acuosa saturada de NaCl, seguidansenteca la fase orgénica con
MgSQO, anhidro, se filtra el desecante y se elimina sblgente a presion reducida. Se
purifica el compuesto por cromatografia en columessilica (flash), utilizando como
fase movil una mezcla de hexano-acetato de etilh.(Se obtienen 5.95 g (80%) del
compuesta?7, como un sélido blanco. RMN*H300 MHz, CDC}, & ppm): 7.29 (d,
J=2.4 Hz, 2H), 6.82 (t, J=2.4 Hz, 1H), 4.73 (d, A=Rz, 4H), 3.91 (s, 3H), 2.55 (t,
J=2.4 Hz, 2H).

[1.2.2.19- Sintesis de 3,5-bis(2-propin-1-oxi)-beilizalcohol (28).
\ /
o o}

OH

A una suspension de hidruro de litio y aluminio§X8g, 4.34 mmol) en THF seco y a
0° C, se afiade, gota a gota, una solucio7dE30 mg 2.17 mmol) disuelto en THF
seco. Tras la adicion, se deja que la reacciomedckn temperatura ambiente y se agita
durante 12 h. A continuacién, el exceso de hiddeditio y aluminio se neutraliza con
una solucion acuosa de HCI al 2%. Seguidament&jmaa el THF a presion reducida
y extraemos el crudo de reaccion con éter etilBm.lava la fase organica con una
solucion saturada de NaCl, se seca la fase orga@nicaMgSQ anhidro, se filtra el
desecante, y se elimina el disolvente a presioncidd. EI compuesto final se purifica
por cromatografia en columna de silica (flash)jastiido como eluyente una mezcla de
hexano-acetato de etilo (2:1). Se obtiene el costpu8 (450 mg, 96%) como un
sélido blanco. RMN-H (300 MHz, CDC4, 8 ppm): 6.61 (d, J=2.4 Hz, 2H), 6.53 (t,
J=2.4 Hz, 1H), 4.65 (d, J=2.4 Hz, 4H), 4.61 (sbt),2.52 (t, J=2.4 Hz, 2H).
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[1.2.2.20- Sintesis de 3,5-bis[3,5-bis(2-propin-1x9-benziloxi]-benzoato de metilo

(29).
Iﬂ J\
/QU@N

COOMe

A una solucién de 3,5-dihidroxibenzoato de me#loQq mg, 1.84 mmol) a 0°C en THF
anhidro, se afiade?B (144 mg, 0.87 mmol) y trifenilfosfina (482 mg, 4.&mol). A
continuacion se afiade, gota a gota, una soluci@zatdicarboxilato de dietilo (320 mg,
1.84 mmol) (DEAD) en THF seco. Se deja que la riéacalcance la temperatura
ambiente y se mantiene la agitacion durante una. Worcontinuacion, se calienta la
reaccion hasta 60°C y se mantiene la agitaciomtieire?2 h. Seguidamente, se elimina
el disolvente a presion reducida y el crudo obtersd purifica por cromatografia en
columna de silica utilizando como fase moévil unazche de hexano-acetato de etilo
(7:1). Se obtiene el compues?d (462 mg, 93%), como un sélido blanco. RMN-H
(300 MHz, CDC}4, & ppm): 7.26 (d, J=2.4 Hz, 2H), 6.25 (t, J=2.4 HH#),16.66 (d,
J=2.4 Hz, 4H), 6.56 (t, J=2.4 Hz, 2H), 5.02 (s, 4Hp7 (d, J=2.4 Hz, 8H), 3.91 (s, 3H),
2.52 (t, J=2.4 Hz, 4H).

[1.2.2.21- Sintesis de 1,3,5-tris(2-propin-1-oxi)4nceno (31).

N

o o

o)

_ /

Se disuelve el floroglucinol3Q) (2g, 15.8 mmol) en DMF (15 ml), se afadgCKs
(13.4 g, 95.1 mmol) y se agita la disolucién dusamtedia hora. A continuacion se
aflade bromuro de propargilo (11.31 g, 95.1 mmal)a @ gota, y se calienta la mezcla

de reaccion a 60° C durante 40 h con agitacion. Wrafinalizada la reaccion, se
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disuelve el crudo de reaccion en acetato de etié® yava con una solucidon acuosa
saturada de NaCl, seguidamente se seca la fasgaaagédn MgSQ@anhidro, se filtra el
desecante y se elimina el disolvente a presiéncrdduEl compuesto final se purifica
por cromatografia en columna de silica (flashjastiido, como fase movil, una mezcla
de hexano-acetato de etilo (4:1). Se obtiene elpoasto3l (2.43 g, 64%), como un
sélido amarillento'H NMR (300 MHz, CDC4, & ppm): 6.26 (s, 3H), 4.64 (d, J=2.4 Hz,
6H), 2.51 (t, J=2.4 Hz, 3H).

I1.2.3- Sintesis de logoresfuncionalizados con cloruros de acido.

[1.2.3.1- Sintesis d&3.

C o ~CN

Oen

A una solucion de 1,4-butanodid?) (1 g, 11 mmol) en 1,4-dioxano (3.18 ml) y agua
(0.16 ml) a 0° C afadimos acrilonitrilo (1.47 g,2#mol) y una soluciéon de KOH al
40% en agua (50 mg, 0.88 mmol), tras una hora acan a 0° C lo dejamos agitando
a temperatura ambiente overnight. A continuaciémiehmos el disolvente a presion
reducida, afiadimos GBI, al crudo de reaccion y lavamos con agua. La fagéncca
la secamos con MgSQnhidro, evaporamos el disolvente al rotavapournyfipamos
mediante cromatografia de columna de silica emgteana fase movil hexano-acetato
de etilo (1:1), obtenem@3 (1.51 g, 70%) como un aceite incoloro. RMN{E@DCL, &
ppm): 1.62 (t, J= 6.1 Hz, 4H, H-5), 2.54 (t, J= B4, 4H, H-2), 3.46 (t, J= 6.1 Hz, 4H,

H-4), 3.58 (t, J= 6.4 Hz, 4H, H-3). RMNX(CDCE, & ppm): 18.83 (C-5), 26.10 (C-2),
65.18 (C-4), 70.90 (C-3), 118.02 (C-1).

11.2.3.2- Sintesis d&4.

Disolvemos33 (500 mg, 2.55 mmol) en una solucion de HCl acusY% (2 ml) y lo
dejamos en agitacion a 50° C durante 24 horas,udssip dejamos en agitacion a
temperatura ambiente durante 48 horas méas. A cadion el crudo de reaccién lo
disolvemos en acetato de etilo y lo lavamos coraalgufase organica la secamos con

MgSO, anhidro y evaporamos el disolvente a presion reduc@btenemod4 (525 mg,
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88%) como un aceite amarillento. RMN-KCDCL, & ppm): 1.59 (t, J= 6.1 Hz, 4H, H-
5), 2.59 (t, J= 6.4 Hz, 4H, H-2), 3.44 (t, J= 6.4, ¥H, H-4), 3.67 (t, J= 6.4 Hz, 4H, H-
3), 10.69 (s, 2H, OH). RMN- (CDCk, & ppm): 26.14 (C-5), 35.00 (C-2), 65.82 (C-
4), 70.91 (C-3), 177.30 (C-1).

[1.2.3.3- Sintesis d&5.

CO/\/COCI

O coci

Disolvemos34 (500 mg, 2.27 mmol) en un exceso de cloruro ddiloxa 0° C y lo
mantenemos en agitacion durante 1 hora, a contdudo dejamos agitando a
temperatura ambiente durante 2 horas mas. Elimisanpresion reducida el exceso de
cloruro de oxalilo y obtenem@$ con rendimiento cuantitativo como un aceite marrén
RMN-H* (CDCk, & ppm): 1.59 (t, J= 6.1 Hz, 4H, H-5), 3.08 (t, J4 6iz, 4H, H-2),

3.44 (t, J= 6.1 Hz, 4H, H-4), 3.71 (t, J= 6.4 HE, H-3). RMN-C= (CDCk, & ppm):
26.17 (C-5), 47.44 (C-2), 65.36 (C-4), 71.06 (C13)2.04 (C-1).

11.2.3.4- Sintesis d&7.

NC Y CN

X
O CN

A una solucion de 1,1,1-Tris(hidroximetil)etarn®6) (1 g, 8.3 mmol) en 1,4-dioxano
(3.18 ml) y agua (0.16 ml) a 0° C afadimos acritdai (1.54 g, 29.1 mmol) y una
solucion de KOH al 40% en agua (37 mg, 0.67 mnta¥ una hora en agitacion a 0° C
lo dejamos agitando a temperatura ambiente ovdrrdglaontinuacién eliminamos el
disolvente a presion reducida, afiadimos,ClkHal crudo de reaccion y lavamos con
agua. La fase organica la secamos con Mg&tidro, evaporamos el disolvente al
rotavapor y purificamos mediante cromatografia dierona de silica empleando una
fase movil diclorometano-acetato de etilo (10:Bteaemos37 (1.9 g, 82%) como un
aceite incoloro. RMN-&(CDCL, & ppm): 0.88 (s, 3H, H-6), 2.51 (t, J= 6.4 Hz, 6H, H
2), 3.27 (s, 6H, H-4), 3.55 (t, J= 6.4 Hz, 6H, HRMN-C" (CDCk, & ppm): 17.03 (C-
6), 18.51 (C-2), 40.73 (C-5), 65.52 (C-4), 72.743)C118.05 (C-1).
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11.2.3.5- Sintesis d&8.

HOOC Y COOH

X
) COOH

Disolvemos37 (500 mg, 1.79 mmol) en una solucién de HCIl acus3v% (2 ml) y lo
dejamos en agitacion a 50° C durante 24 horas,udsslp dejamos en agitacion
atemperatura ambiente durante 48 horas mas. Ancaion el crudo de reaccion lo
disolvemos en acetato de etilo y lo lavamos coraalgufase organica la secamos con
MgSO, anhidro y evaporamos el disolvente a presion reduc@btenemo38 (469 mg,
78%) como un aceite incoloro. RMNEKICDCL;, & ppm): 0.84 (s, 3H, H-6), 2.56 (t, J=
6.4 Hz, 6H, H-2), 3.24 (s, 6H, H-4), 3.63 (t, J4 6iz, 6H, H-3), 10.71 (s, 3H, OH).
RMN-C® (CDCk, & ppm): 17.14 (C-6), 34.85 (C-2), 40.78 (C-5), 66(@84), 73.41
(C-3), 177.40 (C-1).

11.2.3.6- Sintesis d&9.

CloC r COCI

X
o) COCI

Disolvemos38 (250 mg, 0.74 mmol) en un exceso de cloruro ddiloxa 0° C y lo
mantenemos en agitacion durante 1 hora, a contdudo dejamos agitando a
temperatura ambiente durante 2 horas mas. Elimisanpresion reducida el exceso de
cloruro de oxalilo y obtenemo89 con rendimiento cuantitativo como un aceite
amarillo. RMN-H (CDCl, & ppm): 0.86 (s, 3H, H-6), 3.06 (t, J= 6.4 Hz, 6H2}H 3.26

(s, 6H, H-4), 3.69 (t, J= 6.4 Hz, 6H, H-3). RMNEQCDCL, & ppm): 17.19 (C-6), 40.88
(C-5), 47.26 (C-2), 65.96 (C-4), 73.29 (C-3), 1B1L(8-1).

11.2.3.7-Sintesis de 41.

NC o) o) CN
NC O: :O CN

A una solucion de pentaeritrital@) (1,77 g, 13 mmol) en 1,4-dioxano (3.18 ml) y agua
(0.16 ml) a 0° C afadimos acrilonitrilo (2.36 g,34nmol) y una soluciéon de KOH al
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40% en agua (56 mg, 1 mmol), tras una hora enca@itan 0° C lo dejamos agitando a
temperatura ambiente overnight. A continuacién iel@mos el disolvente a presion
reducida, afiadimos GBI, al crudo de reaccion y lavamos con agua. La fagénica

la secamos con MgSQnhidro, evaporamos el disolvente al rotavapouryfipamos
mediante cromatografia de columna de silica emgteana fase movil hexano-acetato
de etilo (1:1), obtenematl (4.92 g, 77%) como un aceite incoloro. RMN{EDCl, &
ppm): 2.60 (t, J= 6.4 Hz, 8H, H-2), 3.48 (s, 8HANR-3.67 (t, J= 6.4 Hz, 8H, H-3).
RMN-C* (CDCk, & ppm): 18.04 (C-2), 45.03 (C-5), 65.57 (C-4), 68(293), 119.16
(C-1).

11.2.3.8- Sintesis d& 2.

HOOC ! COOH

e
HOOC ) ) COOH

~—

Disolvemos41 (1,35 g, 2.75 mmol) en una solucion de HCI acuads®7% (2 ml) y lo
dejamos en agitacion a 50° C durante 24 horas,udssip dejamos en agitacion a
temperatura ambiente durante 48 horas mas. A cadion el crudo de reaccién lo
disolvemos en acetato de etilo y lo lavamos coraalgufase organica la secamos con
MgSO, anhidro y evaporamos el disolvente a presion reduc@btenemod?2 (992 mg,
85%) como un aceite amarillento. RMN-EDMSO-d;, 5 ppm): 2.44 (t, J= 6.4 Hz, 8H,
H-2), 3.31 (s, 8H, H-4), 3.58 (t, J= 6.4 Hz, 8H3H-RMN-C*® (DMSO-d&;, & ppm):
34.84 (C-2), 45.89 (C-5), 66.92 (C-4), 73.07 (C43)4.15 (C-1).

11.2.3.9- Sintesis d& 3.

cloc” g  cocl

X
CloC O O COClI

—

Disolvemos42 (962 mg, 2.27 mmol) en un exceso de cloruro ddiloxa 0° C y lo
mantenemos en agitacion durante 1 hora, a contdudo dejamos agitando a
temperatura ambiente durante 2 horas mas. Elimisanpresion reducida el exceso de
cloruro de oxalilo y obtenemd@s con rendimiento cuantitativo como un aceite veodos
RMN-H! (CDCl, & ppm): 3.02 (t, J= 6.4 Hz, 8H, H-2), 3.27 (s, 8H4H3.72 (t, J= 6.4
Hz, 8H, H-3). RMN-C? (CDCL, & ppm): 45.93 (C-5), 47.20 (C-2), 67.41 (C-4), 73.02
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(C-3), 171.92 (C-1). Los datos espectroscopicoswendan con los publicados en la

literatura®**
[1.2.4- Sintesis de los glicodendrimeros por ciclakcion 1,3 dipolar.

[1.2.4.1- Procedimiento general: reaccion de ciclahcion 1,3-dipolar.

CuS04.5H20 N-N
R——H + R—N; /&/N\ ,
ascorbato sodico R R
DMF-H,0

METODO D. El derivado acetilénico terminal se disuelve ra mezcla de DMF-D
(4:1) y se agita a 50° C hasta su completa dismtucA continuacion se afade
CuSQ.5H,0 y ascorbato sddico, manteniendo la agitacioraHastompleta disolucion
de las sales. Finalmente, se afiade el derivaddisietaridob, disuelto en DMF-KO, y

la mezcla de reaccion se sella en un vial y sedotre en el microondas, se agita
durante 4 minutos y se deja reaccionar durantei@Qtaos a 80° C, 2 bares de presion y
80 W. El crudo de la reaccion se disuelve en sme@etilo y se lava, varias veces, con
una disolucién de EDTA en agua y una disolucioarsata de NaCl. A continuacién se
seca la fase orgénica sobre Mg2mhidro, se filtra y se elimina el disolvente agidn

reducida. Se purifica el compuesto final por colarde silica.

[1.2.4.2-Sintesis del compuesto 44.

i RO
=0 wil 2.7
B e %o 0\/\/"‘\/)\ =X
RO
44 R=Ac 45 R=H

Siguiendo el METODO D, a partir dE7 (62 mg, 0.28 mmol), CuS®H,0O (7 mg,
0.028 mmol), ascorbato sédico (11 mg, 0.056 mm&l§00 mg, 0,84 mmol), en 2 ml
de DMF-HO (4:1) a 50° C durante 12 h, se obtiene el compukls(360 mg, 77%),
como un solido blanco (AcOEt-Etanol 50:1). DaRddN (ver Tabla 1)
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[1.2.4.3- Sintesis del compuesto 46.

X

@ N

&/ Qﬂ/ g
Il & 0 [ =
RO o Go " o\/\/N\/)\ =X
_ ! ™
O = S O 46R=Ac 47R=H
X X

Siguiendo el METODO D, a partir d22 (89 mg, 0.20 mmol), CuS&H,0O (7 mg,
0.028 mmol), ascorbato sédico (11 mg, 0.056 mmd)(§50 mg, 0,9 mmol), en 2 ml
de DMF-HO (4:1) a 50° C durante 12 h, se obtiene el compuks(391 mg, 75%),
como un solido amarillento (AcOEt-Etanol 50:1). @RMN (ver Tabla 2)

[1.2.4.4- Sintesis del compuesto 48.

X X
— L — o Q 020 RO, N
\ )=\ giu o =
X X Qg Fo g OV\/NJ\ =X

48R=Ac 49R=H

Siguiendo el METODO D, a partir d&5 (67 mg, 0.18 mmol), CuSGBH,O (9 mg,
0.036 mmol), ascorbato sodico (14 mg, 0.072 mmalY¥76 mg, 1.08 mmol), en 2 ml
de DMF-HO (4:1) a 50° C durante 12 h, se obtiene el compuks(398 mg, 68%),
como un sdlido amarillo (AcOEt-Etanol 50:1). DaRIgIN (ver Tabla 3).

[1.2.4.6- Sintesis del compuesto 50.

X X

b (

RO,
RO,
’ ’ (Q&/ g&/ ?léN
RO o] o) =X
\©/ RO RO NN

COOMe
50 R=Ac 51 R=H

Siguiendo el METODO D, a partir d&7 (68 mg, 0.28 mmol), CuSGBH,O (7 mg,
0.028 mmol), ascorbato sédico (11 mg, 0.056 mm&l§00 mg, 0.84 mmol), en 2 ml
de DMF-HO (4:1) a 50° C durante 12 h, se obtiene el comps(386 mg, 82%),
como un sdlido blanco (AcOEt-Etanol 25:1). DaRdN (ver Tabla 4).
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[1.2.4.7- Sintesis del compuesto 52.

N
RO,
RS Yg» ﬁw 9
\©/ RO - o’ O~ _N_/ = X
RO
(o]
x—/

52R=Ac 53R=H

Siguiendo el METODO D, a partir d&l (60 mg, 0.26 mmol), CuSGBH,O (9 mg,
0.036 mmol), ascorbato sédico (15 mg, 0.078 mm&l &40 mg, 1.17 mmol), en 2 ml
de DMF-H0 (4:1) a 50° C durante 12 h, se obtiene el contp&5(493 mg, 79 %),
como un sdlido blanco (AcOEt-Etanol 25:1). DaRiN (ver Tabla 5).

[1.2.4.8- Sintesis del compuesto 54.

COOMe
54 R=Ac 55R=H

Siguiendo el METODO D, a partir &9 (87 mg, 0.15 mmol), CuS&H,0O (7 mg, 0.03
mmol), ascorbato sédico (12 mg, 0.06 mmab) %50 mg, 0.9 mmol), en 2 ml de DMF-
H,O (4:1) a 50° C durante 12 h, se obtiene el conip&els(377 mg, 79 %), como un
sélido blanco (AcOEt-Etanol 25:1). DatB8N (ver Tabla 6).

[1.2.4.9- Procedimiento general: desproteccién de$ grupos acetilo.

METODO E: Se disuelve el derivado acetilado en metanol aahjdia continuacion,
se adiciona, gota a gota, una disolucion de metdéstdiico (0.5 M) en metanol anhidro,
se agita a temperatura ambiente y se sigue laiosapor TLC. Se ajusta el pH con

amberlita 4cida, se filtra la resina, y se elimehenetanol a presion reducida.
[1.2.4.10-Sintesis de los compuestos 45, 47,49, 53 y 55

Siguiendo la METODO E, se obtienen cuantitativaméns compuesto4s, 47, 49, 51,
53 y 55 sin necesidad de posterior purificaci@h: RMN (ver Tabla 1), MALDI
C48He64NgO2o [M + Na]+ 1099.5:47: RMN (ver Tabla 2), MALDI GiHggNgO33 [M +
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Na]* 1748.8;49: RMN (ver Tabla 3), MALDI GoH120N1,04 [M + NaJ' 2097.8;51:

RMN (ver Tabla 4), MALDI GgHeeNsOzs[M + Na]* 1117.5;53: RMN (ver Tabla 5),
MALDI CeoHosNgOss [M + Na]* 1538.6; 55 RMN (ver Tabla 6), MALDI
CosH13gN120s,[M + Na]* 2287.8

[1.2.5- Sintesis de glicodendrimeros por reaccionedamidacion.
[1.2.5.1- Procedimiento general: reaccion de amidagén.

METODO F: El derivado acetilado de lactosa con el grupaniianaftaleno se

disuelve junto con trietilamina, recientemente itkdd, en THF anhidro bajo atmdésfera
inerte, en presencia de tamiz molecular, y se agia C hasta su completa disolucion.
A continuacién se aflade gota a gota el cloruro aigoacorrespondiente disuelto en
THF anhidro, una vez afiadido todo el cloruro del&dde mantiene la reaccion en
agitacion a 0° C durante una hora. Finalmente ge aleanzar RT y se mantiene la

agitacion durante 48 horas.

[1.2.5.2- Sintesis del compuesto 56.

RO
OR RO
X
CO/\/ . Q o /ﬁ/o O H = X
RO ROTLJ N O

O

56 R=Ac 57 R=H

Siguiendo el METODO F, a partir &5 (400 mg, 0.48 mmol), trietilamina (196 mg,
1.92 mmol), y8 (52 mg, 0.19 mmol), en 2 ml de THF anhidro, seeuitat el compuesto
56 (168 mg, 48%), como un sélido marrén (CH-Acetona 2:1). RMNH, 300 MHz,

(CDCl) & (ppm):1.82 (m, 4H, H-13), 2.05-2.25 (14 @H2.72 (t, J= 6.4 Hz, 4H, H-10),
3.45 (m, 4H, H-14), 3.60 (t, J=6.4 Hz, 4H, H-12%B(ddd, J=9.4, 5.9, 2.0 Hz,2H, H-
59, 3.78 (t, J=6.4 Hz, 4H, H-11), 3.80 (t, J= ®4, 2H, H-4"), 3.85 (t br, J= 7.0 Hz,
2H, H-57), 4.03 (m, 2H, H-15A), 4.05 (m, 2H, H-A"), 4.10 (dd, J= 12.0 y 3.0 Hz,
2H, H-6"A), 4.15 (m, 2H, H-6""B), 4.20 (m, 2H, HR} 4.49 (d, J=7.9 Hz, 2H, H-1"),
4.50 (dd, J= 12.0 y 2.0 Hz, 2H, H-6"B), 4.60 (d7.8=Hz, H-1"), 4.95 (dd, J=9.4y 7.8
Hz, 2H, H-27), 4.98 (dd, J= 9.4y 3.4 Hz, 2H, H-3'5.13 (dd, J= 9.4y 7.9 Hz, 2H, H-
2"7), 5.20(t, J= 9.4 Hz, 2H, H-3"), 5.37 (d, J4 Biz, 2H, H-4"" ), 6.60 (d, J= 7.7 Hz,
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2H, H-6), 7.25 (d, J= 7.7 Hz, 2H, H-8), 7.34 (d, W% Hz, 2H, H-4), 7.41 (t, J= 7.7 Hz,
2H, H-7), 7.61 (t, J= 7.7 Hz, 2H, H-3), 8.09 (d,aZ Hz, H-2).

[1.2.5.3- Sintesis del compuesto 58.

X
X RO
ﬂ j OR RO
o O © 0 H _
RO o) O~ N =X
RO RO N
RO H
o

(X 58 R=Ac 59 R=H

Siguiendo el METODO F, a partir &9 (476 mg, 0.56 mmol), trietilamina (152 mg,
1.52 mmol), y8 (60 mg, 0.15 mmol), en 2 ml de THF anhidro, seeuiat el compuesto
58 (181 mg, 44%), como un sélido marrén (AcOEt-Eta?®il). RMNH, 300 MHz,
(CDCl) 6 (ppm): 1.22 (s, 3H, H-14), 2.05-2.25 (21 §H2.70 (t, J= 6.4 Hz, 6H, H-10),
3.46 (m, 6H, H-15), 3.51 (s, 6H, H-12), 3.65 (d&d,9.4, 5.9, 2.0 Hz,3H, H-5"), 3.79 (t,
J=6.4 Hz, 6H, H-11), 3.81 (t, J= 9.4 Hz, 3H, H-8)87 (t br, J= 7.0 Hz, 3H, H-5"),
3.93 (m, 3H, H-16A), 4.05 (m, 3H, H-6"A ), 4.10d(d)= 12.0 y 3.0 Hz, 3H, H-6"A),
4.13 (m, 3H, H-16B), 4.15 (m, 3H, H-6""B), 4.48 (&7.9 Hz, 3H, H-17), 4.49 (dd, J=
12.0y 2.0 Hz, 3H, H-6"B), 4.59 (d, J=7.9 Hz, 3H1H), 4.95 (dd, J=9.4y 7.8 Hz, 3H,
H-2°), 4.96 (dd, J= 9.4y 3.4 Hz, 3H, H-3"" ), 5.(d, J= 9.4 y 7.9 Hz, 3H, H-2""),
5.21(t, J= 9.4 Hz, 3H, H-3"), 5.35 (d, J= 3.4 HA, B1-4"" ), 6.61 (d, J= 7.7 Hz, 3H, H-
6), 7.28 (d, J= 7.7 Hz, 3H, H-8), 7.34 (d, J= 7Z BH, H-4), 7.35 (t, J= 7.7 Hz, 3H, H-
7), 7.62 (t, J= 7.7 Hz, 3H, H-3), 8.11 (d, J= 7Z, BH, H-2).

[1.2.5.4- Sintesis del compuesto 60.

RO

X X
[ J OR RO
0
0 H _
o 0 RO oﬁ/o\/\N O N =X
% RO RO N O \g/

[ j 60 R=Ac 61 R=H
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Siguiendo el METODO F, a partir d& (300 mg, 0.36 mmol), trietilamina (70 mg, 0.7
mmol), y8 (35 mg, 0.07 mmol), en 2 ml de THF anhidro, saeoilat el compuest60
(107 mg, 42%), como un soélido marrén (AcOEt-Etagbll). RMN*H, 300 MHz,
(CDCl) 6 (ppm): 2.05-2.25 (28 CHl 2.65 (t, J= 6.4 Hz, 8H, H-10), 3.49 (s, 8H, H;12
3.56 (m, 8H, H-14), 3.59 (ddd, J=9.4, 5.9, 2.0 #4, H-5"), 3.76 (t, J=6.4 Hz, 8H, H-
11), 3.80 (t, J= 9.4 Hz, 4H, H-4"), 3.88 (t br, 2 Hz, 4H, H-5"" ), 3.95(m, 4H, H-
15A), 4.08 (m, 4H, H-6""A ), 4.10 (dd, J= 12.0 Y Hz, 4H, H-6"A), 4.12 (m, 4H, H-
6°'B), 4.14 (m, 4H, H-15B), 4.45 (d, J=7.9 Hz, 4#1""), B), 4.50 (d, J=7.9 Hz, 4H,
H-1")4.52 (dd, J=12.0 y 2.0 Hz, 4H, H-6"), 4.9@,d= 9.4 y 7.8 Hz, 4H, H-2"), 4.96
(dd, J= 9.4y 3.4 Hz, 4H, H-3"" ), 5.10 (dd, J= 9.4.9 Hz, 4H, H-2"" ), 5.18(t, J= 9.4
Hz, 4H, H-3"), 5.34 (d, J= 3.4 Hz, 4H, H-4"" ), 8.@l, J= 7.7 Hz, 4H, H-6), 7.30 (d, J=
7.7 Hz, 4H, H-8), 7.35 (d, J= 7.7 Hz, 4H, H-4),7 8 J= 7.7 Hz, 4H, H-7), 7.65 (t, J=
7.7 Hz, 4H, H-3), 8.12 (d, J= 7.7 Hz, 4H, H-2).

[1.2.5.5- Procedimiento general: desproteccion d@$ grupos acetilo.

METODO G: Se disuelve el derivado acetilado en una mezclaH€l,-metanol 2:1

y, a continuacién, se adiciona, gota a gota, usalution de metoxido sadico (0.5 M)
en metanol anhidro, se agita a temperatura angbjese¢ sigue la reaccién por TLC. Se
elimina el disolvente a presion reducida y el s8d lava con éter dietilico y GEl..

[1.2.5.6- Sintesis de los compuestos 57, 59 y 61.

Siguiendo el METODO G, se obtienen cuantitativaméos compuestos sin necesidad
de posterior purificaciorb7 (99 mg, 92%), RMN (ver Tabla 7), MALDI §gHg:N4O26

[M + Na]* 1273.5134, calculado 1273.51089 (101 mg, 97%), RMN (ver Tabla 8),
MALDI C ggH120NsO39 [M + Na]" 1883.7428, calculado 1883.74836%(63 mg, 93%),
RMN (ver Tabla 9), MALDI GiHisNgOs» [M + Na]' 2479.5243, calculado
2479.5298.

[1.3- Resonancia de Plasmén Superficial (SPR).

Para los estudios de SPR se emplearon diferentes cbhmerciales de BlAcore, los
cuales constan de una carcasa de plastico enllaecd@spone una superficie de oro que

puede estar funcionalizada de diferentes formas.

88



Materiales y métodos

En nuestros estudios hemos empleado el chip deadmi@M5. Este chip contiene una
superficie de oro funcionalizada con una matrizieletrano de 100 nm. Esta matriz esta
funcionalizada con grupos carboxilo lo cual permie inmovilizacion covalente
mediante distintos métodos quimicos. De ellos,ipg tle enlace mas ampliamente
utilizado es la formacion de un enlace amida elosegrupos carboxilo del chip y los

grupos amino de la molécula a inmovilizar.

Cuando el chip se introduce en el equipo, se defineanales (Fcl, Fc2, Fc3 y Fc4) por
los que se puede fluir la muestra simultanea widdalmente. En todos los casos, uno
de los canales se deja siempre como control negatiwa restar las interacciones
inespecificas debidas a la matriz, y en los oteomsoviliza una de las moléculas que
gueremos estudiar. Esta molécula que se inmovidizdbe el nombre de ligando. En
nuestro caso, llevamos a cabo dos aproximaciofe®nies, primero, inmovilizamos el
glicoconjugado sobre la superficie del chip (ligang fluimos posteriormente la lectina
(analito) sobre la misma para estudiar la intedacoDtra aproximacion es la unién de
la lectina a la superficie del biosensor (ligandp) a continuacion fluir el

glicodendrimero (analito) para observar su intééeccon la proteina.

La respuesta se monitoriza mediante la unidad sleuesta (RU) que es una unidad
arbitraria directamente proporcional a la masasuene a la superficie de oro. De este
modo, todo incremento de RU en la sefial implica@ wnion de la biomolécula con la
superficie. De este modo se puede monitorizar apie real fenbmenos de
inmovilizacién del ligando y la interaccion analligando. Todos los datos se
evaluaron mediante el programa BlAEvaluation (wer<t.1, Biacore). Dependiendo de
la interaccion se pueden obtener datos cinéticae afinidad mediante el ajuste a
diferentes modelos matematicos que correspondenfesierttes comportamientos

biolégicos.
[1.3.1. Método general de preconcentracion sobre lauperficie del chip.

Los diferentes chips empleados en los experimed®osSPR tienen un grado de
funcionalizacién de grupos carboxilo en su superfgue varia de unos a otros, ésta
caracteristica hace que su superficie tenga umandieiada carga electrostatica. Al fluir
una molécula sobre la superficie para inmovilizatlmemos que considerar que en

funcion del pH del tampon en que esta disueltaavé@rsu carga electrostatica, y si la
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molécula y la superficie estan cargadas con el misigno se producirad un efecto de

repulsion que impedira una correcta inmovilizacion.

Para estudiar este fenomeno se realiza la preciraciém, ésta consiste en la inyeccion
en la superficie del chip sobre el que vamos a wuilimar nuestro ligando de varias
disoluciones de éste, disueltas en tampon acetalifesentes pH. Al hacer esto la
solucion que presente una mayor sefial en RU sepdelanejor atraccion electrostatica

tiene por la superficie y la que deberemos empgasa la inmovilizacion.
[1.3.2. Método general de activacion del chip.

Para llevar a cabo la activacion de los gruposasdidbde la superficie del biosensor los
reactivos utilizados fueron: 1-etil-3-(3-dimetilampropil)carbodiimida (EDC) yN-
hidroxisulfosuccinimida (NHS). El protocolo de aettion consistié en la inyeccion de
35 uL de una mezcla de EDC (0,2 M) y NHS (0,05 M), @/fin de flujo, temperatura
constante de 25 °C y empleando como tampon dgdrabamM HEPES, pH 7,4, 150
mM NacCl, 0,005 % de tensioactivo P20 (HBSP). Trste @rocedimiento general de
activacion la superficie queda lista para inmoailiel ligando.

[1.3.3. Método general de bloqueo de grupos activad del chip.

Después del proceso de inmovilizacion de los liganeh el chip activado, es posible
gue queden grupos carboxilos de la matriz activattogle no se haya producido la
inmovilizacién. Para evitar que estos grupos remise puedan interferir en los
estudios de interaccion, se bloqueé la superfi@diamte una inyeccion de etanolamina
(1 M, 35uL) a un flujo de 5ul/min y 28°C y empleando como tampon de trabajo
HBSP.

11.3.4. Inmovilizacién de viscumina.

El primer paso consistié en inmovilizar sobre elatade flujo Fc2 de la superficie del
biosensor la lectina, para ello se procedid a tavamion de la superficie mediante el
meétodo estandar con la mezcla de EDC/NHS. A coatidn se inyectaron 40 ul de
una solucion de viscumina 30 pg/ml disuelta en tamgretato sédico 10 mM pH 4.5 a
un flujo de 5 pl/min. Posteriormente se inyectd gpnlucion de NaCl 1M (10 pl) y
HBSP (10 pl) para eliminar los restos de lectinee quo se han inmovilizado

covalentemente a la superficie. Por dltimo se k@#6guoon etanolamina el resto de
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grupos activados sin reaccionar. La sefial finahdevilizacion fue de 6124 RU. La
celda Fcl se us6 como blanco tras la activacionefd@/NHS y el posterior blogqueo

con etanolamina.

Tras la inmobilizacién de la lectina sobre la sfiper del biosensor se fluyeron los
distintos glicodendrimeros. Los estudios se reaiza 25°C a un flujo de 30 pl/min,
con un tiempo de contacto de 180 s y un tiempoisticion de 180 s. Los distintos

glicoderivados se inyectaron a diferentes conceiatnas.

II.4- Resonancia magnética nuclear de diferencia dieansferencia de saturacion.

Los estudios de interaccion glicodendrimero-praetggor RMN fueron realizados por
Pilar Blasco, Doctoranda del grupo del Prof. Dmméhez Barbero, Centro de
Investigaciones Bioldgicas, CSIC, Madrid.

Los estudios de RMN de los compuesids53 y 55 en solucién acuosa se llevaron a
cabo usando muestras 1 mM epOD Los métodos estandar en 2D, como TOCSY
(Total Correlation Spectroscopy) con tiempos de aleezle 30 y 80 ms, ROESY
(Rotating-Frame Overhauser Enhancement Spectrosampy tiempos de mezcla de
300 ms, NOESY (Nuclear Overhauser effect spectmgcoon tiempos de mezcla de
400 y 600 ms, y HSQC (Heteronuclear Single Quar@amelation) se emplearon para
asignar los desplazamientos quimicos de RMN. Senismuipos Bruker Avance 500 y

600 Mhz equipados con criosonda de triple canal.

Las muestras de viscumina para los experimentoSTd2 se prepararon en tampon
fosfato salino deuterado (NaPO, 10 mM, NaCl 137 mM y KCI 2.7 mM pH 7.3) con
una relacién de ligando/lectina de 1:50. La tentpeaase fij6 en 298° K. Los datos de
STD monodimensional se adquirieron a 500 y 600 Bthpleando una serie de pulsos
Gausianos (49 ms) en cascada con una separacidmsle En todos los casos la
radiacionon-resonancese fij6 en la region alifatica (-0.2 ppm) y lospermentos se
obtuvieron con un tiempo de saturacion de 2s. lagi@cionoff-resonancese mantuvo

siempre a 100 ppm.
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I1.5- Flourescencia.

Los experimentos se llevaron a cabo por el equipla @rof. Dr. M2 Concepcidn Civera

Tejuca en el departamento de Quimica Fisica lldéggiimica Farmacéutica).

En todos los experimentos la concentracion de pratéue inferior a 1uM cuya
absorbancia es de 0.02 evitando asi efectos de fiiterno. Los glicodendrimeros
empleados tenian concentraciones de 115.8 uM4¥qrk68.6 uM parad9y 75 uM
para 55 respectivamente. Se empleé como tampéon de trabBB-P. Todos los
disolventes empleados fueron de calidad especpmsco Los experimentos se
realizaron afiadiendo alicuotas de 2 ul de la digimude glicodendrimero sobre la

disolucién de proteina.

Los espectros de excitacion y de emision, se adgoir en un espectrofluorimetro
modular PTI en todos ellos 1a,.fue 295 nm. Las rendijas de excitacion y de emision
fueron ajustadas a 2 nm. En todos los experimesgostilizaron cubetas de cuarzo
Hellma con una longitud de paso de 0.2 cm. Losatgperealizados se han obtenido
como promedio de tres acumulaciones. La temperafeirmabajo (25 °C) se mantuvo
constante mediante un Peltier TLC 50 integradol espectrofluorimetro. El analisis de

espectros asi como la adquisicion de datos sed@aakdiante el programa FELIX 32.

I1.6- Calorimetria isoterma de titulacion.

Los experimentos se realizaron introduciendo ecelda de muestra una disolucion a
una concentracion conocida de viscumina en el tamipdMm HEPES, 150 Mm NacCl
a pH 7.4 y valorando el glicodendrimero medianteiéad controlada a través de la
microjeringa. Se emple6 una concentracion de vigtarbOOuM y una concentracion
de551000uM.

Los diferentes experimentos se llevaron a cabourotiempo de retardo de 60 s, el
namero de inyecciones fue de 20, la temperaturijee 25 °C y la potencia de

referencia fue de 11 pCalls.
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I1.7- Modelado molecular.

El modelado molecular y docking de la interaccidicoglendrimero-proteina fue
realizado por el grupo del Prof. Dr. Jiménez BasbeCentro de Investigaciones
Bioldgicas, CSIC, Madrid.

Las plantillas para el procedimiento de modeladolemuwar fueron construidas
basandose en la estructura de Rayos-X de la viseuem su complejo con lactosa
(codigo pdb: 1PUU). Las estructuras de los glicstelts fueron superpuestas sobre el
sitio de union TYR249 empleando la conformaciorruestiral en estado libre mas
probable (de acuerdo a una aproximacién mediantenadelado molecular NOE
estandar). La estructura del glicodendrimero fe®ipmente minimizada mediante un
corto calculo de dinamica molecular, seguida de miramizacion energética con un
bajo umbral de gradiente de convergencia (0.059080 etapas. En todos los casos fue
empleado el campo de fuerza OPL2005, integrado lecogunto de programas
MAESTRO (Schroedinger Inc).
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Resultados y discusion

[1l.1- Sintesis quimica de glicoconjugados y glicahdrimeros

Los esqueletos carbonados dedoressintetizados se agrupan en tres clases:

I. Nanoestructuras cazoresaromaticos y conjugaciamrextendida, tipo etinilbenceno.

B (22)

II.  Nanoestructuras aromaticas amresbencénicos.
Il Il
Il
o) o)
ISt ioj Q KQ
= 0 0

CO,Me °\©/°
A (27) B (31) COMe
C (29)
Il . Nanoestructuras funcionalizadas con cloruro&aito.
O/\/COCI N YamN N\ yamN
C cloc o o cocl cloc o o cOocClI
O~cocal X X
0 cocl cloc 0 o) cocl
A (35) B (39) C (43)

Los coresde tipoA (IA, IIA y 1lIA) presentarandosrestos de lactosa, losresde tipo
B (IB, IIB y IlIB) presentarartres restos de lactosa y la®resde tipoC (IC, IIC y
[lIC) presentararuatro restos de lactosa.

La unién de los distintosoresa la lactosa, se hara de dos formas distintas:

1) Los cores de tipol y Il se unirdn, a través de los restos acetilénicos
terminales, con el grupo azido del glicoconjugaddallactosa, mediante una reaccion

de cicloadicion 1,3-dipolar (Esquema 1)
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IA T x( )= )X 45
X
Il
IB I O 47
= A
SO L,
X X
1C — A‘;O% AcO \ 7/ — ./ — v 49
ACO Acgggfo\/\/Ni’» X X
X_0 o_X
HA — - 51
CO,Me
X
0
B — — Q 53
X0 0 X
X T
0 0
nc — | L
X0 o~x B
0 0
COgMe

HO
OH HO y
0 o =
HO o] o N\)\ =X
Ho HO " NN Y/

Esquema 1 Reaccion de losorestipo | y Il mediante cicloadicion 1,3-dipolar.

Mientras que logoresde tipolll se uniran mediante una reaccion de amidacién entre
los grupos amino del naftaleno del glicoconjugadb gloruro de acido delore
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O NHX
}

mA— — Co
0]

NH,

XHN NHX
c& 9
o) O o)
o W O O
ACON—T=\ A%og& o) HNJ<_\ /_}NH
OAc O
B X

28
mc—— — EXO
orRQ RO HN{
RO%O*%&&CV =X XH o Hx

Esquema 2 Reaccion de losorestipo Il mediante amidacion.

La preparacion de todos los glicodendrimeros gedaente Memoria, se han llevado a

cabo en cuatro etapas fundamentales:
ETAPA 1. Formacion de la lactosa funcionalizada corresporidi

Para anclar la lactosa al resto de la molécula, lstsido funcionalizada mediante dos
vias distintas, por un lado con una cadena carlaodadtres carbonos con un grupo
azido terminal, y por otro, con una cadena carbarded dos carbonos con un grupo
aldehido terminal. En ambos casos la cadena cayruglo funcional esta unida al

carbono anomérico libre. A continuacién vemos los ithétodos.

La sintesis del glicoconjugado con un resto azdminal, se ha preparado siguiendo la

secuencia de reacciones que aparecen en el EsGuema
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HO AcO AcO
OH ° HO OAc AcO OAc AcO
HO o Q i 0 o i 0
oH HO oH " AcO 0 — AcO 0 Q
OH 93 % OAc AcO OAc 90 % OAc AcO
OAc AcO
1 2 3 Br
ii l 75 %
AcO AcO
OA AcO
C o . OAc o AcO
AcO O Q é AcO 0 o
OAc AcO 0Ny . OAc AcO O———Cl
S OAc 87 % 4 OAC

Esquema 3. Reactivos y condiciones: 1) Ac,O, Py; ii) HBr (30 %) AcOH,;
iii) 1-cloropropanol, Hg(CN),, HgBr,; iv) NaN;, DMF
Como se puede observar en el Esquema 3, la prigtegna consiste en la proteccion de
los grupos hidroxilicos de la lactosa en forma detaos, con anhidrido acético y
piridina. Esta estrategia nos permite funcionalizagioselectivamente la posicion
anomérica C-1" y juega un papel vital en la siatds oligosacaridos bioldgicamente

activos®

El derivado acetilad@ es una mezcla de epimeroy 3 en equilibrio, que por reaccion
con HBr se obtiene Unicamente el epimeyeste hecho queda demostrado por RMN.
Efectivamente, en el espectro de RMil-aparece un doblete a 6.52 ppm con una J =
4.1 Hz, constante caracteristica de un acoplamiestmlar axial-ecuatorial en el
ciclohexano; mientras que si estuviese en posigidasonaria a campo mas alto y con
una J proxima a 8 Hz, caracteristica de un acoplatimiaxial-axial. De hecho, el otro
protébn anomeérico H-1" de este compuesto, que agp@®cion, resuena a 4.52 ppm y

conunaJ=7.8 Hz.

La justificacion de la formacion del andmesode forma estereoselectiva, puede
explicarse mediante el efecto Edward-Lemi&del cual, describe la tendencia de los
sustituyentes heteroatdbmicos a disponerse en pns#iial y no en ecuatorial como

cabria esperar. Se da en sistemas en los que arisitomo con pares de electrones
libres contiguo a un carbono anomeérico. Como selgubservar en la Figura 30, los
pares de electrones libres del oxigeno generansiépurente a los pares de electrones
libres del haldgeno, haciendo la estructufa mas estable.
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X= Halogeno
Figura 30. Efecto anomérico o efecto de Edward-Lemieux.

A continuacién, se da la formacion del enlace @eglidico, mediante una sustituciéon
nucleodfila &2 promovida por sales de mercurio (Figura 31), pdaa lugar a la

formacion del compuesth

% b %

“Hg(CN),
ROH
R
o 5
AcO R AcO 7
C
HgCNBr B\ (
Hg~
\
CN

Figura 31. Mecanismo propuesto de la sustituciq $romovida por sales de mercurio.

El cianuro de mercurio, coordina con el bromo delégido, polarizandose el enlace
carbono-bromo. A continuacion se da una reacciésugétucion §2, donde el atomo
de oxigeno del cloropropanol, que actia como niilde@taca por la cara opuesta al
grupo saliente (ion bromuro), para formar el glidos3, liberandose HGCNBr y acido
cianhidrico. El uso del mercurio aumenta considerabnte la facilidad del halégeno

de actuar como grupo saliente.

Al transcurrir la reaccion a través de ung.el linker o espaciador, entra en posicion
B, sin observarse mezcla de epimeros por RMN. En RNNaparecen sefiales

correspondientes a dos carbonos anomeértm4@0.69 y §c 100.95), desplazamientos
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quimicos tipicos de @:lgualmente, por RMN-H aparecen dos sefiales

correspondientes afHdy 4.43 y 4.46) como dobletes con una J = 7.8 Hz.

Finalmente, mediante otra reaccion tipg2 ®ntre el derivado cloradby azida sdodica,
se obtiene el compuesto firal Las Unicas diferencias espectroscopicas de RMi¢ en
los compuestod y 5, radican en los atomos préximos al grupo funcicuestituido:
CH,-ClI (04 3.55 ydc 41.36) y CH-N3 (&4 3.25 ydc 47.92).

La sintesis del glicoconjugado con un resto aldeh&minal se ha llevado a cabo
mediante una reaccidn de aminacion reductora, esigoi la secuencia de reacciones

que aparecen en el Esquema 4

AcO OAAcO
HO OAc C
o) . AcO 0 O 7 _ A0 o)
HOon Ro OH i 909 Onc A0S OAC A e
OH i 90 % 3 Br 68% ¢
1 6
iv 75 %
OAAcO ACO
C
o) AcO
AcO 0 0 v OAc AcQ
OAc AcO O——N 0 0
OAc H <~ AcO O
NH, OAc AcO O——=q
8 70 % OAc
7

Esquema 4. Reactivos y condiciones: i) Ac,O, Py; ii) HBr (30 %) AcOH;
iii) alcohol alilico, Hg(CN),, HgBr,; iv) O3, -78°C; v) 1,5-diaminonaftaleno, NaBH;CN,DMF

A partir de la mezcla,(3 de lactosa peracetilada, mediante Hg(NgBr.;y alcohol
alilico, se introduce el resto alilo en posicifnque tras su ozonolisis conduce al
aldehido 1), que reacciona con el grupo amino libre del hafi@ dando una imina

que, posteriormente, se reduce mediante cianoltwbi sédico, conduciendo al

glicoconjugadd.
ETAPA 2. Preparacion de laresde distinta naturaleza.
Sintesis de logoresaromaticos con conjugaciorm-extendida: IA, IBy IC

La preparacion de las nanoestructuras con conjigacextendida, se han realizado
mediante reacciones de acoplamiento cruzado corfr@atciones de Sonogashits),
utilizando Pd(PP#),Cl, como catalizador. EI mecanismo de estos acoplaosenéne
reflejado en la Figura 32, de tal forma que el tmahle arilo sufre la adicién oxidativa
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de la especie Pd®, que se forma por reduccion & Rosteriormente, se produce una
transmetalacion entre el complejo formado por laiéa del paladio y el complejo de
cobre con un resto alquino. Y, finalmente, se pceda eliminacién reductora del 'Fal
Pd °y la formacién de la union entre el alquired gerivado de arilo.
adicion
oxidativa [Pd"]—
Ar—X

K" R3NH X
[Pd] L Cux” =—R + R3N

h

,& transmetalacmn
Il
Ar———=R [Pd’] — R

eliminacion FL,
reductora
Figura 32. Mecanismo de la reaccion de Sonogashira.

La sintesis detorelineal IA (17), se ha llevado a cabo a partir de 1,4-diyodobengen

siguiendo la secuencia de reacciones que figurah Esquema 5

> ——TMS

I 55 %

:—<OH | 10 | i

i 2eq. _ - _ _ - —

75% HO | — N7 — | OH wn N7

=—OH 11
! 1_< — | i, =TMs — 12 MR-
9 i, | / — OH R—— — TMS R= OH

7% \ | 81 % \_/ i | 89%

13 —> 45R=H
i,10167%
16 R=TMS

iii | 87 %
— = 17 R=H

Esquema 5. Reactivos y condiciones: i) PACly(PPhs), Cul, NEt3; ii) NaOH seco, tolueno,
reflujo; iii. K2C03, CH}OH/CHzclz

Los cores ramificadodB (22)y IC (25), con esqueleto tipo dendrdn, se han realizado
a partir de 1,3,5- tribromobenceno y siguiendo lanma metodologia que en el caso

anterior, como se refleja en el Esquema 6.
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=—0oH .
3eq. 1,7 (3eq.)
N
5% o = g 90 %
Br
i | 82% il 74 %
Br Br — 417 R=H R —— 49 R=H R
15 Br \\ //
=—on ,9(05
2eq, ,9(05¢eq) o= =
3% 2 N 63 % N\ 7/ — N7/ — 7/
Ho 20 OH Vi N
R 21 R= —OH R

il | 63%
> 99 R=H

Esquema 6. Reactivos y condiciones: i) PACl,(PPh;), Cul, NEt3; ii) NaOH seco, tolueno, reflujo; iii.
K,COj3, CH;0H/CH,Cl,

En las sintesis de todos logresque presentan alquinos terminales, hemos utilizhdo
trimetilsililacetileno y el 2-metil-2-hidroxibutinocomo fuente de los acetilenos
terminales, ya que nos permite desproteger sedecemte los grupos OH de los
derivados tipo alcohol propargilico frente a losigps de trimetilsilano. Utilizando
NaOH seca, mediante una eliminacion retro-Favaf&kil grupo hidroxilo se elimina
en forma de acetona con excelentes rendimientosprbgeccion / desproteccion
selectiva es fundamental en la sintesis de estedipderivados, ya que, a menudo,
tenemos que dirigir adecuadamente las reaccione€dodegashira, entre el acetileno

terminal y el derivado halogenaé.

Sintesis de logoresaromaticos bencénicos: lIA, [IBy IIC

La sintesis decores IIA (27) y IIC (29), con 2 y 4 acetilenos terminales,
respectivamente, se han preparado a partir deilddakibenzoato de metilo y ebre

IIB (31), que presenta tres acetilenos terminales, serdam@mdo a partir del 1,3,5-

trinidroxibenceno (floroglucinol), siguiendo la sencia de reacciones que figura en el

Esquema 7.
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||L |ﬂ
HO\©/OH \\ O\Q/O\/// 0 )
i
—_— []]
CoMe 80% R z o ) ! SN

93 %
27T R= CO,Me

i |96 %
— 28 R =CH,OH CO:Me

!IL 29
@ Q

Esquema 7. Reactivos y condiciones. i) bromuro de propargilo, K,CO;, DMF; ii) L1AIH,,
DMF; iii) PPh;, DEAD, THEF.

Como fuente del resto acetilénico terminal, enclmgscon 2 y 3 acetilenos terminales,
se han utilizado el bromuro de propargilo que, @@ una &, en medio basico,
conduce a los derivados etinilicos correspondieifesa la sintesis debre con cuatro
acetilenos terminales29) se ha utilizado la reaccion de Mitsunobu entre3&-

dihidroxibenzoato de metilo y el alcoHz8.

2.3. Sintesis de losorescon cloruros de acido: IlIA, 11IB y IlIC.

En este grupo de compuestos el anclaje abek al glicoconjugado, seguird una
estrategia distinta a la cicloadicion 1,3-dipokan. este caso, la union entrecerey el
glicoconjugado se llevara a cabo a través de uscerdmida formado por la reaccion

del grupo funcional, cloruro de acido, derey el grupo amino del glicoconjugado.

Para preparar losoresrespectivos con grupos funcionales de cloruro&ait#o, hemos

seguido la estrategia que figura en el Esquema 8.

103



Resultados y discusion

33 R=CN
R i | 85%
OH 77 % e
COH , . Co/\/ 34 R = COOH
{99 %
32 — 36 R=COCI
/\/R
OH o] —— 37 R=CN
. || o,
HOX : 82%  R._~ OX | 78%
OH o) 38 R=COOH
36
2 | 99 %
R — 39 R=COCI
R
OH 8
o} —— 41 R=CN
OH R
80 % 0/\/ i | 75 %
HO — | L L~
OH RO 42 R = COOH
o}
40 ii | 99 %
— 43 R=COCI
R

Esquema 8. Reactivos y condiciones: 1) acrilonitrilo, KOH; ii) HCI (37%), 50° C, 24 h; iii) cloruro de
oxalilo exceso, 25°C, 2 h.

Partiendo de los polialcoholes correspondie®®2s36 y 40, y mediante una adicion

conjugada tipo Michael con acrilonitrilo, en meddsico, se obtienen los nitrilo-

derivados: 3337 y 41, los cuales mediante una hidrdlisis acida del grefano,

conducen a los acidos carboxilic@st, 38, y 42. Finalmente, los cloruros de &cido

finales: 35, 39 y 43, se obtienen por reaccion de los &cidos carbosilgon cloruro de

oxalilo.

ETAPA 3. Preparacion de los glicodendrimeros.

La sintesis de los compuestos finales se llevab® caediante la union entre los
glicoconjugados y losorescorrespondientes. Es tipo de anclaje se ha realida dos

formas distintas.

- Mediante reacciones de cicloadicion 1,3-dipolatreeel grupo acetileno terminal de

los coresy el resto azido del glicoconjugado, y

- Mediante reacciones de amidacion entre el clodgr@cido detorey el resto amino

del glicoconjugado.
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3.1. Sintesis de los glicodendrimeros mediante re@mnes de cicloadicion 1,3-
dipolar.

Esta metodologia se ha llevado a cabo con doges que presentan acetilenos
terminales, es decir, laresde tipol y I, con el glicoconjugado que presenta en su

linker un grupo azido, que actia como dipolo, esrdel glicosid.

Esta quimica se conoce comlick chemistryy hemos puesto a punto el método para
llevarlo a cabo a través del microondas (MW); de dastintos disolventes probados:
CH.Cl>-H,0, THF-H,O y DMF-H;0, el que mejores resultados a dado, por cuestiones
de solubilidad, ha sido la mezcla DMk

Las reacciones de cicloadicién 1,3-dipolares canctmesaltamente conjugados, que

presentan una conjugaciprextendida, aparecen en el Esquema 9.

[ — 44 R=Ac

17— — MeOH
— = 45 R=H

%/0\/\/"1 g =X

AcO,
& /g&
AcO O~Ns

AcO A°0A 0
75 % O 46 R=Ac
22 = SN e 197 %
CuS04.5H,0 — > 47 R=H
Ascorbato sédico
DMF, H,0 X
microondas
o\/\/N / =X
N\ 7/ N/ — \ 7
X X 48 R=Ac
68 %
NaOMe
25 — —_— MeOH 97 %

RO L R=
o RO. N 49 R=H
o N=
RO 0&&/0 "4\/)\ =X
RO RO~ N

Esquema 9. Sintesis mediante "click chemistry" y desproteccion.
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Finalmente, la desproteccion de los grupos acetaianetoxido sédico y metanol, nos
ha conducido a los compuestos finales que se amliz para los estudios de

interacciones carbohidrato-proteina.

De forma similar, se han obtenido los glicodendrésecon anillos bencénicos, cuya

secuencia de reacciones de sintesis, aparecadeflen el Esquema 10.

9 X_0 o._X
82% ~ ~ 50 R = Ac

NaOMe 97 %
> 51 R=H

AcO,

(0]
Aco—@z\\’ /gg\/o\/\/'\13 /@\ —— 52 R=Ac
FES N

)
OA 0 NaOMe 97 %
9% x"o 0 -
3 53 R=H
CuS04.5H,0

Ascorbato sédico OR
N/
DMF, H,O /
microondas O~ NI =X

ﬁlﬁ

29 — — — 54 R=Ac

NaOMe
97 %
Cone MeOH —> 55 R=H

RO,
OR RO N
o N=
RO 0 A o A\<¢>‘~» =X
RO RO~ NN

Esquema 10. Sintesis mediante "click chemistry" y desproteccion.

La desproteccion de los grupos hidroxilo de ladsat(desacetilacion), se ha llevado a
cabo, igualmente, con NaOMe y MeOH, de forma dtaiMa, sin necesidad de
posterior purificacion de los compuestos finales,duales se utilizaran para el estudio

de interacciones carbohidrato-proteina.
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3.2. Sintesis de los glicodendrimeros mediante rea@nes de amidacion.

Esta estrategia se ha seguido corctm@sque no tienen acetilenos terminales y no son
aromaticos, como son losores del tipo Ill . En este caso, la zona aromatica del
naftaleno, estd unido a la lactosa formando pateglitoconjugado. Por reacciéon de
amidacion entre el grupo amino libre del glicocgmjdo42 y los cloruros de acido de
los respectivosores se obtienen los glicodendrimeros finales, comespecifica en el
Esquema 11. La desproteccion de los grupos hidrdgi la lactosa, se ha realizado, de

forma cuantitativa, con metoxido soédico y metanol.

°© 56 R = Ac
35 — I o NaOMe | g7 o

\_>/7 — 57 R=H

58 R=Ac

e] o} NaOMe
8 X MeOH 97 %
39 0 — > B9R=H

NEts, THF \_>/*NH O
o}
0° — 250
NHX

48 h
DY B
0 ;
HNJ<j /_>LNH

o 60 R=Ac

NaOMe [

97 %

E— — MeOH

@ X o LT e

Esquema 11. Sintesis mediante SN, y desproteccion.
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ETAPA 4. Determinacion estructural de los glicodendmeros.

La determinacion estructural de los compuestosridesgor primera vez se llevo a
cabo, principalmente, mediantes la espectrometrimasas (EM) de masas exactas que
nos permite conocer la férmula molecular del comspuejuimico y las diferentes
técnicas espectroscépicas de RMN, tanto monodimealsis (RMN-H, RMN-C™ y
DEPT) como bidimensionales (COSY, TOCSY, HMQC, HMEROESY y NOESY).
Las técnicas monodimensionales (1D) de RMN, comdNR#i1 (Resonancia magnética
nuclear de protones), RMNE (Resonancia Magnética Nuclear dé®Cy DEPT
(Distortionless Enhancement by Polarization Tramsfenos permite conocer el
esqueleto basico hidrocarbonado del compuestoequmbinacion con los datos de
EM, nos proporciona una informacion imprescindipéga determinar la estructura de
un nuevo compuesto quimico, pero no suficientejingsrescindible combinar las
técnicas monodimensionales (1D) con las técniaimknsionales (2D).

Las principales técnicas bidimensionales aplicaalda determinacion estructural de

compuestos organicos son:
-Técnicas bidimensionales homonucleates'H):

a) COSY (Correlation spectrocopy), establece caoridatles entre protones unidos

escalarmente a través de 2 a 4 enlact ()

b) ROESY (Rotating-Frame Overhauser Enhancementcti®geopy), establece
conectividades H-H a través del espacio. Da inferémasobre la proximidad en el
espacio de los atomos dentro de una molécula,dbresulta de gran interés a la hora

de analizar aspectos estereoquimicos.
-Técnicas bidimensionales heteronucleatis-{C):

a) HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Correlajion HSQC (Heteronuclear
Single Quantum Correlation), ambas técnicas estableorrelaciones entre'ty C'3

unidos a través de un enlaéa; ().

b) HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlatiopermite correlaciones #C* a
través de un enlace o mas, normalmente entre enatyo enlaces (J), siendo las més

caracteristicas los acoplamientos a tres enldaks (
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4.1. Determinacion estructural de los compuestos 4445.

El espectro déH-RMN del compuestd4 presenta tres zonas bien diferenciadas:

a) 1.5-2.5 ppmaparecen todos los metilos de los grupos acesliocomo el CH18
del linker.

b) 3.5-5.5 ppmresuenan los protones de la lactosa y los protdadss metilenos
CHx-17 y CH-19 del linker.

c) 7.0-8.0 ppm aparecen los protones aromaticos de los artidrsénicos y del
1,2,3-triazol.

Partiendo de las sefales correspondientes al18Hpy 2.28 ysc 30.33), mediante el
espectro COSY asignamos las sefiales de los otsosgopos metilénicos del linker
CH,-17 (©n 4.45-4.55,6c46.86) y CH-19 (Ona 3.85, dmp 3.55, 6c 66.03). Las
asignaciones de estos metilenos nos permitiraarllawcabo las asignaciones del resto

de sefales.

El metileno CH-19 presenta conectividades bidireccionales esmtaro HMBC con

el protdbn anomeérico H-16( 4.49,6c 100.71). A partir del proton H-1", mediante
combinacion adecuada de los espectros COSY, HSEI®IBC, se asignan todas las

sefales del resto glucosa del disacéarido. Las esitakrespondientes al fragmento de
galactosa se han asignado utilizando el espectrdBEiMen el que se observa

conectividad bidireccional entre el grupo CH-4lalglucosa y el grupo anomérico CH-

17 de la galactosady 4.51,6c 101.10), el resto de los sefiales de la galadesa

asignan de la misma forma que se procedi6 en eldmafa glucosa.

La conexién con las sefiales de la parte aromdgtariazol se realizé partiendo de
grupo metilénico Ck17, el cual presenta conectividad bidireccional,eé espectro
HMBC, con el grupo CH-16 del anillo de triazéli{1s 7.86,5c-16 120.49); a su vez, el
protén H-16 presenta conectividad, en el mismoaspecon C-1dc 130.45). De esta
forma se conecta con las sefiales de los anilloxéb@os. EI C-12 presenta
conectividad HMBC con H-35( 7.60,6c 132.17), a su vez, el grupo CH-10 presenta
conectividad de®3.; (HMBC) con C-7§c 90.15).

En el espectro COSY se observan acoplamiento esmatiee H-13 y H-2 §47.85, 6C

125.57) con una constante de acoplamiend@~ 8.2 Hz, tipica de un acoplamiento
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orto en el anillo de benceno. Finalmente, utilizandegbectro HMBC, se observa
conectividad entre H-2 y los atomos de carbono (6e4122.88) y C-1548c 147.11),
correspondiente dc tipico del carbono cuaternario del anillo del,3;Riazol. Todos
los resultados de RMN del compuesgtdé aparecen en la Tabla 1. Todos los datos
espectroscopicos estan en consonancia con la tes&ryropuesta para el compuesto
44,

2 3 0 M .3 OR

44 R = CH,CO-
45 R=H

Tabla 1. Datos de RMN de los compuests$(CDCL) y 45 (D,O) endppm.

Ne C-13 H-1 C-13 H-1 DEPT
1,12 130.45 - 129.40 - 2C
2,6,11,13 125.57 7.85 (d,J= 8.2Hz) 125.01 7.18 (d,J= 8.2Hz) 4 CH
3,5,10,14 132.17 7.60 (d,J= 8.2Hz) 132.20 6.93 (d,J= 8.2Hz) 4 CH
4,9 122.88 - 122.06 - 2C
7,8 90.15 - 90.28 - 2C
15 147.11 - 146.16 - 2C
16 120.49 7.60 (sbr) 121.02 7.45 (sbr) 2CH
17 46.86 4.45-4,55 (m) 47.00 4.05-4.20 (m) 2 CH,
18 30.33 2.28 (m) 30.22 2.15-2.20 (m) 2 CH,
19 66.03 A-> 3.85 (m) 66.20 A-> 3.61(m,) 2 CH,
B-> 3.55 (m) B-> 3.27 (m)
1 100.71 4.49 (d,J= 7.9Hz) 102.22 4.21 2CH
2 71.70 4.94(dd, J=9.5y 7.9Hz) 72.80 3.27 2CH
3 72.70 5.21(t,J=9.5Hz) 74.39 3.55 2CH
4 76.16 3.80(t,J=9.5Hz) 78.66 3.54 2CH
5 72.89 3.61(ddd, J=9.5,49y 74.71 3.40 2CH
1.9Hz)
6 61.82 A-> 4.54 (m) 60.24 3.70-3.80 2 CH,
B-> 4.08 (m)
1 101.10 4.51 (d,J=7.9Hz) 103.05 4.38 2CH
2 69.15 5.12(dd, J=10.0y 8.0 70.97 3.52 2 CH
Hz)
3 71.00 4.98 (t,J=10.0y 3.9Hz) 72.62 3.61 2CH
4 66.63 5.36(dd,J= 4.6 y 3.9Hz) 68.56 3.88 2 CH
5 70.75 3.88(ddd, J)=7.1y 75.35 3.68 2 CH
6.7Hz)
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6" 60.81 A-> 4.15 (m) 61.04 3.70-3.80 2 CH,
B-> 4.08 (m)
CH;CO- 20.53-20.83 1.95-2.15 - - 14 CH;
-OCOCH;3 - 169.07,169.70,170.08, - - 14 C
170.14, 170.31,170.36

La desproteccion de los grupos acetato del compukktcon metdxido sodico y
metanol, conduce al compuestd. La asignacion de las sefiales de RMN de este
compuesto se ha realizado siguiendo la misma egiaatjue con el derivado acetilado
44, y los resultados se reflejan en la Tabla 1. Adialmente, se ha realizado el estudio
de EM presentando un ion molecular [M+Nd]099.5 que estd de acuerdo con el

espectro de RMN-E para la férmula molecular,§Hs:NgO2».
4.2. Determinacion estructural de los compuestos 4647.

El compuestal6 presenta el mismo glicoconjugado que el compugstpor lo que las
asignaciones de RMN del resto de lactosa y loslenes (CH-17, CH-18, CH-19)
del linker, se ha llevado a cabo de la misma fogoeaen el caso anterior.

Nos centraremos, por tanto, en las asignaciones frdgimento etinilbenceno,
correspondiente a@ore que es distinto del compuegtd. Asignados, inequivocamente,
las sefiales correspondientes al anillo del 1,#3et y utilizando el espectro HMBC,
se asignan las sefales correspondientes al ariicébico unido directamente al 1,2,3-
triazol. Efectivamente, a partir del H-1647.84, 6c 120.54) se asigha el C-18c(
130.85) mientras que el C-1Bc(147.05) presenta conectividad vfa.4ton H-11
(547.85) y el H-11, a su vez, presenta conectividdgd.cbn C-9 §c 122.43).
Igualmente, el H-11 se encuentra acoplado, enpece® COSY, con H-105(7.60)
con una J=8.3 Hz, tipica de un acoplamianto en el anillo de benceno.

La asignacion del resto etino se realiza medianespectro HMBC a través de la sefial
correspondiente al H-10, que presenta conectividladn C-8 §c 90.45). La otra sefial
del grupo alquino, el C-78¢ 88.66) presenta conectividad don la Unica sefial
correspondiente a un proton aromatico que quedaapmgnar, el H-2 §,7.67, 6C
134.11) que aparece como singlete. Por descarseilal que queda por asignar es la
correspondiente al C-5¢ 124.07). Todos los datos de RMN que aparecesjadbs en

la Tabla 2, estan en concordancia con la estragitmpuesta para el compuedt
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46 R = CH,CO-
47 R=H

Tabla 2. Datos de RMN de los compuestt&(CDCL) y 47 (DMSO-d;) endppm.

N2 C-13 H-1 C-13 H-1 DEPT
1,3,5 124.07 - 124.24 - 3C
2,4,6 134.11 7.67 (s) 134.25 7.81(s) 3CH

7 88.66 - 88.56 - 3C

8 90.45 - 91.43 - 3C

9 122.43 - 121.32 - 3C
10,14 132.28 7.60(d, J=8.3Hz) 132.72 7.70(d,)=8.2 Hz) 6 CH
11,13 125.61 7.85 (d, J=8.3Hz) 125.83 7.95 (d, J=8.2Hz) 6 CH

12 130.85 - 131.99 - 3C

15 147.05 - 145.92 - 3C

16 120.54 7.84 (s) 122.87 8.69 (s) 3CH

17 46.87 A-> 4.52 (m) 47.20 4.55(t, J=6.7 m) 3 CH,

B> 4.46 (m)
18 30.34 2.23 (m) 30.38 2.15 (m) 3 CH,
19 66.05 A-> 3.84 (m) 65.91 A-> 3.83 (m) 3 CH,
B-> 3.55 (m) B-> 3.50

1 100.10 4.47 (d,J=7.9Hz) 103.02 4.25 (d, J=7.9 Hz) 3CH

2’ 71.69 4.93(dd, J=9.6y 73.66 3.08(dd, J=9.5y 3CH

7.9Hz) 7.9Hz)

3’ 72.67 5.21(dd,J= 9.6Hz) 75.37 3.36 3CH

4 76.19 3.80(t,J=9.6Hz) 81.17 3.32 3CH

5 72.88 3.60(ddd, J=9.5,4.9y 75.37 3.32 3CH

1.9Hz)

6 61.82 A-> 4.52 (m) 60.95 A-> 3.77 (dbr, 3 CH,

B-> 4.08 (m) J=11.5Hz)
B-> 3.63
1 100.72 4.48 (d,J=7.9Hz) 104.34 4.22 (d, J=7.0Hz) 3CH
27 69.14 5.11(dd, J=10.4y 7.9 71.01 3.33 3CH
Hz)

3~ 70.99 497 (dd,)=104y 73.71 3.34 3CH

3.5Hz)

4" 66.62 5.35(dbr,J= 3.5 Hz) 68.62 3.63 3CH

57 70.74 3.86(tbr, J=7.0 Hz) 76.00 3.48 3CH
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6" 60.81 A-> 4.13 (m) 60.88 3.50-3.55 3 CH,
B-> 4.08 (m)
CH;CO- 20.53- 20.83 1.96-2.15 - - 21 CH;
-OCOCH;3 - 169.08,169.71,169.82, - - 21C
170.09, 170.31,170.36

La desacetilacion con metoxido sédico y metanol cmhpuesto46 conduce al
glicodendrimero47, cuya determinacién estructural se ha realizadéodwa similar,
mediante RMN, y cuyos datos se reflejan en la TAbRdicionalmente, se ha realizado
el estudio de EM presentando un ion molecular [MFNL748.8 que esta de acuerdo

con el espectro de RMN&para la férmula molecularg@ogNgOss.

4.3. Determinacion estructural de los compuestos 4849.

Las sefiales de RMN del gliconjugado, se han asigrbe idéntica forma a los
compuestos anteriores. Igualmente, siguiendo lanmigstrategia que en el caso
anterior, asignamos las sefales del anillo deB4rjzol C-23 §c 146.25) y CH-24
(648.05,6c 121.38). Mediante el espectro de HMBC se coneatalas seiales del
anillo bencénico (&Cs) unido directamente al triazol. Igualmente, aipae la sefal
del proton H-2 §48.05,6c 128.44), se asigna el atomo del carbono etilidi€d Gc
90.67) vy, a partir del otro carbono etilico C& @9.90), se asignan las sefiales del
anillo bencénico central ¢&C14), presentando conectividad bidireccional (HMBCren

el C-8 y el H-10 ¢47.56, 6c 131.73) de dicho anillo. Todos los datos de RMMN ¢
aparecen reflejados en la Tabla 3, estdn en cd&oca con la estructura propuesta

para el compuesis.

La desproteccion de los grupos acetato del compustcon metdxido sodico y
metanol, conduce al compuest®. La asignacion de las sefiales de RMN se ha
realizado siguiendo la misma estrategia que erdses anteriores, y cuyos resultados
aparecen los resultados en la Tabla 3. Adicionaimee ha realizado el estudio de EM
presentando un ion molecular [M+N#]097.8 que esta de acuerdo con el espectro de

RMN-C*® para la férmula molecularg@120N15044.

Los datos espectroscépicos de los compudggs19, aparecen en la Tabla 3.
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. RO 3"0R
X 11 18/ .RQ, FORJ S \4
3789 15 16 9 25 27 Y %
° = 12 1 ° 24750 Y P Ro6" OR
X5 4 1413 22 )2(1 X=237 " 26 6 OR
48 R=Ac 49 R=H

Tabla 3. Datos de RMN de los compuesés(CDCL) y 49 (DMSO-d) endppm

N2 C-13 H-1 C-13 H-1 DEPT
1,5,19,21 131.15 - 132.32 - 4 CH
2,4,18,22 128.44 8.07 (sbr) 127.25 8.02 (sbr) 4 CH

3,17 124.50 - 123.00 - 2C
6,20 123.09 8.43 (sbr) 122.20 8.45 (sbr) 2CH
7,16 90.67 - 91.20 - 2C
8,15 89.90 - 89.70 - 2C
9,12 123.00 - 123.50 - 2C
10,11,13,14 131.73 7.56(sbr) 132.18 7.72(sbr) 4 CH

23 146.25 - 145.32 - 4C

24 47.15 4.50-4.60 (m) 122.64 8.79 (sbr) 4 CH

25 47.15 4.50-4.60 (m) 47.02 4.58(t, J=6.0 Hz) 4 CH,

26 30.24 2.28 (m) 30.04 2.18 (m) 4 CH,

27 65.77 A-> 3.86 (m) 65.65 A-> 3.86 (m) 4 CH,

B-> 3.58 (m) B-> 3.50 (m)

1 100.63 4.52 (d,J=7.9Hz) 102.70 4.26 (d, J=7.8 Hz) 4 CH

2’ 71.72 4.95(dd, J=9.5y 73.40 3.09(dd, J=9.5y 4 CH

7.9Hz) 7.8Hz)

3’ 72.68 5.22(t,J=9.5Hz) 75.03 3.35 4 CH

4 76.35 3.83(t,J=9.5Hz) 80.90 3.32 4 CH

5 72.93 3.62(m) 75.09 3.32 4 CH

6 61.93 A> 4.54 (m) 60.67 A 3.77 4 CH,

B-> 4.14 (m) B-> 3.63
1” 101.07 4.56 (d,J= 8.0Hz) 104.34 4.22 (d, J=7.0Hz) 4CH
27 69.12 5.11(dd, J=10.0y 8.0 73.43 3.32 4 CH
Hz)

3 71.04 4.98 (dd,J=10.0y 70.74 3.33 4CH

3.2Hz)

g 66.71 5.36(sbr) 68.30 3.63 4 CH

57 70.71 3.93(tbr, J=6.7 Hz) 75.71 3.47 4 CH

6" 60.85 A> 4.15 (m) 60.56 3.50-3.60 4 CH,

B-> 4.08 (m)
CH5CO- 20.53- 1.95-2.15 - - 28 CH;
20.93
-OCOCH; - 169.10,169.74,170.09, - - 28 C
170.19, 170.30,170.37
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4.4. Determinacién estructural de los compuestos 5051.

El compuest®0 presenta el mismo glicoconjugado que el compugstpor lo que las
asignaciones de RMN del resto de lactosa y loslenes (CH-12, CH-13, CH-14)
del linker, se ha llevado a cabo de la misma fogqua en el caso anterior. Nos
centraremos, por tanto, en las asignaciones de aeihcénico.

En el espectro HMBC, se observan conectividadegebitlonales entre el H-12
(6n4.48,6c 47.15) y el protdn del anillo de triazol, H-BL7.70,6c 123.66) y, a su vez,

el CH-11 presenta conectividade con CH-9 (545.24, 5¢c 62.07). Igualmente, el
espectro HMBC nos servira para asignar las sefides anillo bencénico.
Efectivamente, el metileno GH se encuentra acoplado vfa.Jcon C-3 §c 159.27),
por descarte, el otro carbono cuaternario del afi#ncénico debe corresponder al
atomo C-1 §c 132.31). Las asignaciones de los CH bencénls2 (¢47.31 2H 6c
108.84) y CH-4 §46.87 _1H 4c 107.05), se realiza facilmente teniendo en cuknta
integral del espectro de RMN:H;, al hecho, de que el H-2 presenta conectividad
HMBC con el C-7 §c 166.55).

Todos los datos de RMN aparecen reflejados en daTd y estan en concordancia
con la estructura propuesta para el compug3to

La desacetilacion, con metdxido sédico y metanel, @ompuesto50 conduce al
glicodendrimerdbl, cuya determinacion estructural se ha realizadéodea similar,
mediante RMN, y cuyos datos se reflejan en la TabRdicionalmente, se ha realizado
el estudio de EM presentando un ion molecular [MFNL17.5 que esta de acuerdo

con el espectro de RMN*&para la formula molecular @HesNeOse.

4

RO
0.5 3 oO. OR RO,
X X o N=N 49
6 2 RO o Ao B J\/ =X
1 RO 1 RO RO ” NN 9
CO,Me 1 14 12 M

7 8

50 R=Ac 561 R=H

Tabla 4. Datos de RMN de los compuest®(CDCl) y 51 (D,0O) endppm.

50 51
Ne C-13 H-1 C-13 H-1 DEPT
1 132.31 - 131.61 - C
2,6 108.84 7.31 (s br) 109.23 7.09 (s br) 2CH
3,5 159.27 - 158.58 - 2C
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4 107.05 6.87 (s br) 107.84 6.74 (s br) CH
7 166.55 - 167.95 - C
8 52.40 3.91(s) 52.86 3.80(s) CH,
9 62.07 5.24 (s br) 61.53 5.11 (s br) 2 CH,
10 143.21 - 142.88 - 2C
11 123.66 7.70 (t, J= 4.9 Hz) 125.39 8.00 (s br) 2CH
12 47.15 4.48 (m) 47.13 4.47 (t, )= 6.5 Hz) 2 CH,
13 30.16 2.23 (m) 29.47 2.09 (m) 2 CH,
14 65.88 A> 3.82 (m) 66.25 A> 3.75 (m) 2 CH,
B 3.51 (m) B 3.42 (m)
1 100.56 4.47 (d, J= 7.9 Hz) 102.10 4.22 (d, J=7.9 Hz) 2CH
2 7164 | 4.91(dd,)=9.5y7.9Hz) | 72.75 |3.22(dd,)=9.5y7.9Hz) | 2CH
3 72.72 5.19 (t, J= 9.5 Hz) 74.33 3.52 (m) 2CH
4 76.16 3.81(t, J=9.5 Hz) 78.45 3.50 - 3.60 2CH
5 72.89 3.60 (m) 74.72 3.41 (m) 2CH
6 61.76 4.05-4.15 60.05 A> 3.84 (m) 2 CH,
B 3.72 (m)

1” 101.08 4.51(d, J=7.9 Hz) 102.98 4.36 (d, J= 7.9 Hz) 2CH
2" 69.15 | 5.11(dd,J=10.4y7.9Hz) | 70.82 3.45-3.55 2CH
3" 71.00 4.97 (t,)=10.4y3.4Hz) | 7255 3.58 (m) 2CH
4 66.65 534 (ddJ=4.6y3.4Hz) | 68.53 3.85 (m) 2 CH
5 70.72 3.89 (m) 75.34 3.64 (m) 2 CH
6" 60.80 4.05-4.15 60.99 3.65-3.75 2 CH,

CH5CO- 20.53- 1.96 - 2.15 - - 14 CH;

20.87
-OCOCH; | 169.09- - - 14 C
170.36

4.5. Determinacién estructural de los compuestos 5253.

La asignacion estructural del resto del glicocoaglgy (lactosa y linker), asi como del
anillo de 1,2,3-triazol, se asignan de la mismanforque el compuestd4. Para la
asignacion de las sefales del anillo bencénico,utieza el espectro HMBC,
observandose conectividad entre £H(6y5.02, 6¢ 61.29) y el aomo de carbono
cuaternario del anillo bencénico C4t (159.40). La Unica sefal que queda por asignatr,
debe corresponder, al protébn CH826.20,56¢ 96.09).

Todos los datos de RMN del compuest® se reflejan en la Tabla 5 y estan en

consonancia con la estructura propuesta.
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X.
RO RO
1 OR N=N
N
X\ ,X RO .. RO \/\/
075,30 1 RO 1 12 10 4
52 R=Ac 53 R=H

Tabla 5. Datos de RMN de los compuestzs(CDCl) y 53 (D,O) endppm.

52 53
N2 C-13 H-1 C-13 H-1 DEPT
1,3,5 160.13 - 159.40 - 3C
2,4,6 95.27 6.30 (s br) 96.09 6.20 (s br) 3 CH
7 61.90 5.15 (s br) 61.29 5.02 (s br) 3 CH,
8 143.15 - 143.00 - 3C
9 117.95 7.68 (s) 125.33 7.96 (s br) 3 CH
10 47.20 4.45 (m) 47.14 4.44 (m) 3 CH,
11 29.72 2.20 (m) 29.47 2.08 (m) 3CH,
12 65.94 A- 3.88 (m) 66.28 A- 3.74 (m) 3CH,
B> 3.57 (m) B-> 3.42 (m)
1 100.58 4.47 (d, J= 7.9 Hz) 102.09 4.23 (d, J= 7.9 Hz) 3 CH
2 71.64 4.91(dd,)=9.5y7.9Hz) | 72.77 |3.20(dd,)=9.5y7.9Hz) | 3CH
3 72.73 5.20 (t, J= 9.5 Hz) 74.33 3.51 (m) 3 CH
& 76.18 3.80 (t, J= 9.5 Hz) 78.49 3.53 3 CH
5 72.86 3.61(m) 74.71 3.40 (m) 3 CH
6 61.81 4.05-4.20 60.06 A-> 3.85 (m) 3 CH,
B-> 3.70 (m)
1” 101.24 4.51 (d, J= 7.9 Hz) 103.00 4.34 (d, J= 7.9 Hz) 3 CH
2’ 69.16 | 5.10(dd,J=10.4y7.9Hz) | 70.93 3.45-3.50 3 CH
3" 71.00 496 (t,J=10.4y3.4Hz) | 72.56 3.58 (m) 3 CH
4 66.66 5.35 (dd,J= 4.6 y 3.4Hz) 68.53 3.84 (m) 3 CH
5" 70.72 3.89 (m) 75.35 3.64 (m) 3 CH
6" 60.81 4.05-4.20 61.00 3.65-3.75 3 CH,
CH;CO- 20.52- 1.96-2.15 - - 21 CH;
20.88
-OCOCHs 169.09- - - 21C
170.36

La desacetilacion, con metdxido sédico y metanel, dbmpuesto52 conduce al

glicodendrimerdb3, cuya determinacion estructural se ha realizadéodea similar,

mediante RMN, y cuyos datos se reflejan en la TabRdicionalmente, se ha realizado

el estudio de EM presentando un ion molecular [MFN538.6 que esta de acuerdo

con el espectro de RMN&para la férmula molecularg@HssNgOse.
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4.6. Determinacién estructural de los compuestos 5455.

Como en casos anteriores, se asignan las sefalgicdeonjugado con el anillo de

1,2,3-triazol, que son comunes a todos estos castyzie

Las asignaciones del fragmento benzoato de maetileealizan, utilizando el espectro
HMBC y observando conexién entre el metoxilosOH(613.85,6¢ 52.83) y el carbono
del grupo acilo C-78¢ 166.31). A su vez, el carbono-acilo, presentaectwvidad con
los protones H-2 y H-6, que resuenan a 7.18 ppmpaan doblete con una J= 1.9 Hz,
propia de un acoplamientoeta,con el H-4 §46.99,5c 107.43). El resto de las sefales
del anillo aromatico del benzoato de metilo, sdizéaa través del espectro HMBC,
observandose ademas, en este caso, conectividad®&spentre el H-4 y los atomos de
carbono C-3,C-55¢ 159.93), y entre el H-2 y el C-3¢(132.09). A través de los C-3 y
C-5, se conecta con los metilenos £Hy CH-16 (©45.10,6c 69.84), observandose
Fcnentre el C-3 y los H-9 y H-16. Finalmente, las aaijones de las sefiales del resto
de los anillos bencénicos se abordan mediantepetts HMBC, por dos itinerarios. a)
a partir del CH9 se conecta con CH-11 y CH-15846.74, 6c 106.97), que estan
acoplados, en el espectro COSY, con H-13, con gaa Y b) a partir del CH23 se
conecta con C-12 C-14d 159.78). El &tomo de carbono cuaternario que ajyoed
asignar, debe corresponder al C-10 y CéL7139.56).

Todos los datos de RMN del compuesid se reflejan en la Tabla 6 y estan en
consonancia con la estructura propuesta.

X. X.
(0] (0]
21 14 RO
20 22 15 13 OR RO
X9 16 1?)’)( RO 2 o%o 2 ;4:)‘/)&/ =X
19 17 10 NN
1B 0 4 " RO . RO . 23

9
30 28 26 25
6 2 54 R=Ac 55 R=H
1
C02Me
7 8

Tabla 6. Datos de RMN de los compuest®$(CDCl) y 55 (D,O) endppm.

54 55

Ne C-13 H-1 C-13 H-1 DEPT

1 132.13 - 132.09 - C
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2,6 108.47 7.29(d,J=2.3 Hz) 108.34 7.18 (s br) 2 CH

3,5 159.67 - 159.93 - 2C

4 107.13 6.82 (s br) 107.43 6.99 (s br) CH

7 166.69 - 166.31 - C

8 52.34 3.94 (s) 52.83 3.85 (s) CHs
9,16 70.00 5.06 (s br) 69.84 5.10 (s br) 2 CH,

10,17 139.15 - 139.56 - 2C

11,15,18,22 | 106.57 6.73 (s br) 106.97 6.74 (s br) 4 CH

12,14,19,21 | 159.70 - 159.78 - 4 CH
13,20 101.54 6.65(s br) 101.34 6.72 (s br) 2 CH
23 62.09 5.21 (s br) 61.70 5.14 (s br) 4 CH,

24 143.76 - 142.89 - 4C
25 123.28 7.68 (s br) 125.26 8.25( s br) 4 CH
26 46.88 4.44 (m) 47.02 4.49 (t, j= 6.8 Hz)) 4 CH,
27 30.25 2.22 (m) 30.50 2.10 (m) 4 CH,
28 65.99 A-> 3.87 (m) 65.93 A- 3.78 (m) 4 CH,

B-> 3.54 (m) B-> 3.47 (m)

1 100.57 4.51 (d, J= 7.9 Hz) 102.99 4.22 (d, J=7.9 Hz) 4 CH

2 71.63 | 4.94(dd,)=95y7.9Hz) | 73.63 | 3.06(dd,)=9.5y7.9Hz) | 4CH

3’ 72.73 5.22(t,J=9.5 Hz) 75.32 3.30-3.40 4 CH

4 76.17 3.83 (t, J=9.5 Hz) 81.15 3.30-3.40 4 CH

5 72.81 3.63(ddd,J=9.5,49y 75.29 3.30-3.40 4 CH

2.0 Hz)
6 61.82 4.10-4.20 60.64 3.60-3.70 4 CH,
1” 101.07 4.54 (d, J= 7.9 Hz) 104.32 4.20 (d, J=7.9 Hz) 4 CH
2’ 69.14 | 5.13(dd,J)=10.4y7.9Hz) | 71.01 3.30-3.40 4 CH
3" 70.99 | 4.99(t,J=104y3.4Hz) | 73.70 3.30-3.40 4 CH
4 66.65 5.38(ddJ=4.5y3.4Hz) | 68.61 3.62 8s br) 4 CH
5" 70.70 3.92 (t br, J=7.0 Hz) 75.99 3.46 (m) 4 CH
6"’ 60.81 4.10-4.20 60.97 3.45-3.55 4 CH,
CH5CO- 20.53- 1.99-2.18 - - 28 CH;
20.87
-OCOCH; 169.10- - - 28 C
170.37

La desacetilacion, con metdxido sédico y metanel, @ompuesto54 conduce al

glicodendron55, cuya determinacion estructural se ha realizaddod®ma similar,

mediante RMN, y cuyos datos se reflejan en la T&bRdicionalmente, se ha realizado

el estudio de EM presentando un ion molecular [MFN287.8 que esta de acuerdo

con el espectro de RMN&para la férmula molecularg@13¢N1,0s,.

4.7. Determinacién estructural del compuesto 57.

El compuest®7, estructuralmente hablando, tiene tres partesetiféadas: a) el azucar

(lactosa) y el linker &-Css, b) el anillo de naftaleno y c) ebre C,¢-Cis.
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La asignacion de las sefiales de RMN de la lactoshlipker se ha realizado de la

misma forma que en los compuestos anteriores, pseman el mismo azUcar.

Las asignaciones de las sefales del anillo deleradise han realizado, principalmente,
mediante el espectro bidimensional HMBC, enconwéactonectividadess} entre el
H-14 ©3.32) y el C-5¢ 143.26). EI C-5, a su vez, presenta conectividstBC con

un proton que resuena como triplete y que tienesguel H-7 § 7.30), el cual también
presenta una conectividatk 4 con C-8a § 129.40). En el espectro COSY, el H-7 se
encuentra acoplado con los protones H366(652) y H-8 § 7.21), que se asignan
atendiendo a la diferencia de desplazamiento qoimil proton H-6 presenta
conectividad HMBC con C-4a5(131.92) y el protén H-8 presenta conectividaghJ
con C-1 § 136.72). Ambos atomos de carbono, C-4a y C-1,eptas conectividad
HMBC con H-3 § 7.38), que resuena como un triplete debido aceplamiento con
los protones H-2 7.88) y H-4 § 7.32), cuyas asignaciones, ademas de la diferencia
del desplazamiento quimico, se han confirmado pdBH. Todas las asignaciones de

los atomos de carbono restantes se han hecho rteedi@spectro HSQC.

Las asignaciones de las sefiales de RMN correspaaesdialcore también se han
realizado mediante el espectro de HMBC a partiddsplazamiento quimico del C® (
173.80). El atomo de carbono del grupo amida ptasdws conectividades HMBC con
los metilenos CH10 @y 2.64,0c 36.50) y CH-11 @y 3.76, &c 66.56), que estan
acoplados entre si con una constante de acoplamieri.4 Hz; las asignaciones se han
realizado atendiendo a los desplazamientos quindiegsoton y carbono. Unicamente,
guedan por asignar las sefales correspondientes metilenos: CH12 ©y 3.51, 8¢
70.75) y CH-13 (@4 1.65,0¢c 25.90) que, igualmente, se han asignado atendizhol®

desplazamientos quimicos de protén y carbono.

Todos los datos espectroscopicos reflejados emldaT7, estan en consonancia con la
estructura propuesta para el compuéstoAdicionalmente, se ha realizado el estudio
de espectrometria de masas presentando un ionutasl@d+Na] 1273.5 que esta de

acuerdo con el espectro de RMNE@ara la formula molecularsgHgsN4Oxe.
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HO 7
OH HO 6 8
0
o 11 g H 10 13
HO 1~ HO 4 15 H 431 b
4 2
2
3

Tabla 7. Datos de RMN del compuestw/ (D,O) endppm.

57

Ne DEPT c-13 H-1
1 2C 136.72 -
2 2 CH 120.16 7.88 (d, J= 7.7 Hz, 2H)
3 2 CH 124.49 7.38 (t, J= 7.7 Hz, 2H)
a4 2 CH 123.98 7.32 (d, J= 7.7 Hz, 2H)
4a 2C 131.92 -
5 2C 143.26 -
6 2 CH 106.56 6.52 (d, J= 7.7 Hz, 2H)
7 2 CH 127.12 7.30 (t, J= 7.7 Hz, 2H)
8 2 CH 112.33 7.21(d, J= 7.7 Hz, 2H)
8a 2C 129.40 -
9 2C 173.80 -
10 2 CH, 36.50 2.64 (t, J= 6.4 Hz, 4H)
11 2 CH, 66.56 3.76 (t, J= 6.4 Hz, 4H)
12 2 CH, 70.75 3.51(t, J= 6.4 Hz, 4H)
13 2 CH, 25.90 1.65 (m, 4H))
14 2 CH, 43.07 3.32 (m)
15 2 CH, 65.71 A- 3.63 (m)

B- 3.89 (m)
1 2 CH 102.33 4.19 (d, J= 7.9 Hz, 2H)
2 2 CH 72.59 3.30(dd, J=9.5y 7.9 Hz)
3 2 CH 74.34 3.54 (m)
& 2 CH 78.35 3.60 (m)
5 2 CH 74.73 3.43 (m)
6 2 CH, 61.01 A- 3.71 (m)

B-> 3.80 (m)
1” 2 CH 102.93 4.33 (d, J= 7.9 Hz, 2H)
2 2 CH 70.92 3.50 (m)
3" 2 CH 72.82 3.60 (m)
4 2 CH 68.52 3.81 (dd,J= 4.6 y 3.4Hz, 2H)
5" 2 CH 75.27 3.72 (m)
6" 2 CH, 60.07 3.65-3.75

4.8. Determinacién estructural del compuesto 59.

Las sefiales correspondientes al resto de lactlmsaatomos correspondientes al linker

CHx-15 y CH-16, se han asignado de la misma forma que los wesbps anteriores.
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Las asignaciones del anillo de naftaleno se realireediante el espectro HMBC,
encontrandose conectividad: 4 entre el H-15 y el C-58143.30); a su vez, el C-5
presenta conectividad HMBC con el proton H877(29) que resuena como un triplete
con una J= 7.7 Hz, debido a su acoplamiento comprio®nes H-8& 7.20) y H-6 §
6.61). A su vez, el H-6 presenta conectividad HM&® el carbono cuaternario que
resuena & 131.96 y que debe corresponder a C-4a; el H-eptasonectividad®d 4
con C-8a$ 129.50) y, finalmente, el H-8 presenta conectiditlVBC con el atomo de
carbono cuaternario que queda por asignar debatelinaftaleno, el C-(136.81). La
sefal que presenta una multiplicidad triplete exol@a aromatica del espectro de RMN-
H®, debe corresponder al H-® {.40), hecho que queda confirmado mediante su
conectividad HMBC con C-4a. El proton H-3 esta dadp, en el espectro COSY, con
los protones: H-2§7.90) que presenta conectividad HMBC con C-8apry @ proton
H-4 (5 7.32) que presenta conectividald Jcon C-5. Mediante el espectro HSQC se

asignan el resto de las sefales de los atomoghiencedel anillo de naftaleno.

La sefal ad 173.62 en el espectro de RMN-C13 corresponde,uiregamente, al
atomo de carbono del grupo amida y presenta cordanies HMBC con los metilenos
CH>-10 ©4 2.63,5c 36.58) y CH-11 (04 3.81,0¢c 67.10), acoplados entre si con una J=
6.4 Hz), las asignaciones se han realizado atetali@hos desplazamientos quimicos de
protén y carbono. Unicamente, quedan por asigesr gefiales: un atomo de carbono
cuaternario que resuenad41.02 y que debe corresponder al C-13; un singlete
correspondiente a un metilenty (3.59, 8¢ 74.02), que debe corresponder al,12 vy,
finalmente, un singlete correspondiente a un méjldl.20,0:16.83), que corresponde

al CHs-14.

Todos los datos espectroscopicos reflejados enaldaT8 estan de acuerdo con la
estructura propuesta para el compué&goAdicionalmente, se ha realizado el estudio
de espectrometria de masas presentando un ionufaslecolecular [M+Nd] 1883.7

que estd de acuerdo con el espectro de RMNjfra la férmula molecular
CgsH120N6030.
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HO 7
c%/ HO 6 8
o
o 15 5 ga H 10 13
HO 1 16 5 11 14
4 2
3
3

Tabla 8. Datos de RMN del compuest® (D,O) endppm.

59

N2 DEPT C-13 H-1
1 3C 136.81 -
2 3CH 120.22 7.90 (d, J=7.7 Hz, 3H)
3 3CH 124.57 7.40 (t, J=7.7 Hz, 3H)
4 2 CH 124.10 7.32 (d, J=7.7 Hz, 3H)
4a 3C 131.96 -
5 3C 143.30 -
6 3CH 106.50 6.61(d, J=7.7 Hz, 3H)
7 3CH 127.31 7.29(t, J=7.7 Hz, 3H)
8 3CH 112.31 7.20(d, J=7.7 Hz, 3H)
8a 3C 129.50 -
9 3C 173.62 -
10 3 CH, 36.58 2.63(t, J=6.4 Hz, 6H)
11 3 CH, 67.10 3.81 (t, J= 6.4 Hz, 6H)
12 3 CH, 74.02 3.59 (s, 6H)
13 C 41.02 -
14 CH, 16.83 1.20 (s)
15 3 CH, 43.50 3.39 (m)
16 3CH, 67.10 A- 3.75 (m)

B-> 3.85(m)
1 3 CH 102.33 4.20 (d, J= 7.9 Hz, 3H)
2 3 CH 72.52 3.30 (dd, J=9.5y 7.9 Hz, 3H)
3 3CH 74.33 3.53 (m)
& 3 CH 78.34 3.58 (m)
5 3 CH 74.73 3.41 (m)
6 3 CH, 60.99 A- 3.72 (m)

B-> 3.83 (m)
1” 3 CH 102.92 4.32 (d, )= 7.9 Hz, 3H)
2" 3 CH 70.93 3.52 (m)
3" 3CH 72.80 3.60 (m)
4 3 CH 68.52 3.80 (m)
5" 3 CH 75.33 3.71 (m)
6" 3 CH, 60.06 3.65-3.75
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4.9. Determinacién estructural del compuesto 61.

Estructuralmente hablando el compuedidé es muy similar al compuest®9,
presentando pequefas variaciones el Desaparece el metilo GH4, y presentan
ligeras diferencias el C-13 @0.91) y el metileno singlete GH2 ©y 3.56,0c73.93).
Las asignhaciones de todas las sefiales de RMN seebhrado de forma similar al

compuest®9y quedan reflejadas en la Tabla 9.

HO 7
% ) : O 8
0 14 10 13
0 5 ga N
HO o%o N_ 9 0. 12
. 20 \/\H - 1 j‘/\/
HO 4 15 5 1
4 2
4
3

Tabla 9. Datos de RMN del compues#il (D,O) endppm.

61

Ne DEPT c-13 H-1
1 4C 136.41 -
2 4 CH 119.84 7.85 (d, J= 7.7 Hz, 4H)
3 4 CH 124.37 7.40 (t, J= 7.7 Hz, 4H)
a4 4 CH 123.86 7.30 (d, J= 7.7 Hz, 4H)
4a 4C 131.77 -
5 4C 143.18 -
6 4 CH 106.03 6.40(d, J= 7.7 Hz, 4H)
7 4 CH 126.72 7.30 (t, J= 7.7 Hz, 4H)
8 4 CH 111.92 7.15 (d, J= 7.7 Hz, 4H)
8a 4C 129.62 -
9 4C 173.42 -
10 4 CH, 36.42 2.56 (t, J= 6.4 Hz, 8H)
11 4 CH, 67.21 3.76 (t, J= 6.4 Hz, 8H)
12 4 CH, 73.93 3.56 (s,8H)
13 C 40.91 -
14 4 CH, 43.55 3.38 (m)
15 4 CH, 67.84 A- 3.80 (m)

B 3.93 (m)
1 4 CH 102.31 4.19 (d, J= 7.9 Hz, 4H)
2 4 CH 72.58 3.31(dd, J=9.5y 7.9 Hz, 4H)
3 4 CH 74.32 3.54 (m)
& 4 CH 78.26 3.60 (m)
5 4 CH 74.79 3.40 (m)
6 4 CH, 61.01 A- 3.74 (m)

B 3.87 (m)
1” 4 CH 102.90 4.31(d, J=7.9 Hz)
2 4 CH 70.93 3.51 (dd, J= 10.4 y 7.9 Hz, 4H)
3 4 CH 72.79 3.59 (m)
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4 4 CH 68.54 3.81 (m)
57 4 CH 75.26 3.73 (m)
6" 4 CH, 60.05 3.65-3.75

[1l.2- Resonancia de Plasmon Superficial (SPR).
[11.2.1- Estudio de la interaccion de los glicodendmeros con viscumina.

Hemos estudiado la interaccion de los compue$ipd7, 49, 51, 53, 55, 57, 59, y 61

con la viscumina inmobilizada sobre la superficed diosensor. En este estudio se
inmovilizé la viscumina sobre un chip mediante wnidovalente de los restos
nucleofilos de la lectina con los grupos acido aesuperficie activados mediante la
mezcla de EDC/NHS. Tras el bloqueo de los restadodcactivados que no han
reaccionado con etanolamina, quedaron unidas 6@@8 RU de viscumina. Como
blanco se utilizé un canal de flujo, sobre el geerealizd el proceso de activacion

mediante EDC/NHS y posterior bloqueo con etanolamin

Todos los estudios se hicieron a 25° C, con um ftlg 30 pl/minuto, los diferentes

compuestos fueron diluidos en HBSP.

Para el compues#b obtenemos el sensograma de la Figura 33, qusurasalisis nos
da los siguientes pardmetros cinéticos de la ict@mn, kn, (M™ s?) 3.46x16; ko (Y
3.61x10% K (M) 9.58x106; Kp (M) 1.04x10°
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Figura 33. Interaccion del5 con viscumina.

Para el compues#/ obtenemos el sensograma de la Figura 34, qusurasalisis nos

da los siguientes parametros cinéticos de la ict@mn, kn (M™ s?) 4.29x18; ko (Y
5.09x10% Ka(M™) 8.42x16; Kp (M) 1.19x10°
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HO HO 8“M
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Figura 34. Interaccion del7 con viscumina.
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Para el compues#0 obtenemos el sensograma de la Figura 35, qusurasalisis nos
da los siguientes parametros cinéticos de la ict@mn, k, (M™* s?) 11.6x16; ko (%)
6.77x10% Ka (M™) 17.2x108; Kp (M) 0.58x10°

b ® o o 8uM
= = ot
140 O Ho%&,%g%glowﬁ\/)\ = ¥ *
0.125uM
110
)
80
©
i
®
50
20
0
0 100 200 300 400

Tiempo (s)
Figura 35. Interaccion del9 con viscumina.

Para el compuestal obtenemos el sensograma de la Figura 36, qusurasalisis nos
da los siguientes pardmetros cinéticos de la ict@mn, kb, (M™ s?) 12.2x16; ko (1)
10.2x10% Ka (M™) 12x1C; Kp (M) 0.83x10°
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Figura 36. Interaccion dé1 con viscumina.

Para el compueste3 obtenemos el sensograma de la Figura 37, qusurasalisis nos
da los siguientes pardmetros cinéticos de la ict@mn, kb, (M™ s?) 2.53x16; ko (Y
4.39x10% K (M) 5.77x16; Kp (M) 1.73x10°

Jo Ho " y 8uM
iAo = 8 4
X%QO“K 0.125uM
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Figura 37. Interaccion dé3 con viscumina.
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Para el compuesteb obtenemos el sensograma de la Figura 38, qusurasalisis nos
da los siguientes parametros cinéticos de la iot&m, k, (M™ s%) 234x1G; ke (Y
7.45x10% Ka (M™) 314x10; Kp (M) 0.031x1°

o » B
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2 o [ — >
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%)
20
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0 100 200 300 400
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Figura 38. Interaccion dé&5 con viscumina.

Para el compuest®/ obtenemos el sensograma de la Figura 39, qusurasalisis nos
da los siguientes parametros cinéticos de la iot&m, k, (M™ s?) 0.312x16; kot (5%
7.1x10% Ka (M) 0.44x16; Kp (M) 22.7x10°
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Figura 39. Interaccion dé7 con viscumina.

Para el compuestd obtenemos el sensograma de la Figura 41, qusurasalisis nos
da los siguientes pardmetros cinéticos de la iot&a, k, (M™ s?) 6.8x1F; ko (sY)
4.77x10% Ka (M) 40.9x16; Kp (M) 0.24x10°
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Figura 41. Interaccion dé9 con viscumina.
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Para el compues#®l obtenemos el sensograma de la Figura 42, qusurasalisis nos
da los siguientes parametros cinéticos de la ict@mn, k., (M™* s?) 0.91x16; ko (%)
6.95x10% Ka (M™) 1.32x16; Kp (M) 7.6x10°
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Figura 42. Interaccion dé1 con viscumina.

Tras el analisis de los datos cinéticos de los casijes con viscumina, comprobamos
que todas las interacciones se ajustan a un mdddlangmuir tipo 1:1 (Tabla 10). La
constante de disociacién en el equilibKg, tiene en todos los casos un valor en el
rango UM. Los resultados obtenidos concuerdan esrobtenidos anteriormente por
otros autores, por ejemplo, Duverger al'®® determinaron lak espontanea en la
interaccion de esta lectina con lactosa mediank 8Bteniendo un valor de 1,1x16

! lo cual se encuentra en el mismo rango de mabnitie el obtenido en nuestro caso
para los glicodendrimeros. Por otro lado, Aretral**” determinaron mediante ensayos
en fase solida, que l&p de la interaccién de viscumina con un derivado dconéde
lactosa inmovilizado en superficie es de (M8 Posteriormente, mediante un ensayo de
inhibicion competitiva demostraron que este demvad 15 veces mas potente que
lactosa en su unidn a la lectina. En un estudilizegi en nuestro laboratorio mediante
SPR, Mufiozet al'®® obtuvieron un valor en el rango UM en la interéecion
viscumina de derivados de lactosa inmovilizadosresda superficie del biosensor.
Estos resultados corroboran los resultados aqafittesspor SPR y que establecen que

viscumina reconoce especificamente lactosa enngo naicromolar.
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Tabla 10. Constantes cinéticas de los distintos glicodenehdscon viscumina.

compuesto  kon (M s Kot (S7) Ka (M7 Kp (M) v
45 3.46x16 3.61x10° 9.58x16 1.04x10° 4.03
47 4.29x10 5.09x10° 8.42x10 1.19x10° 6.64
49 11.6x16 6.77x10° 17.2x16 0.58x10° 6.07
51 12.2x16 10.2x10° 12x10 0.83x10° 0.283
53 2.53x16 4.39x10°  5.77x18 1.73x10° 1.4
55 234x16 7.45x10° 314x10 0.031x1¢ 1.08
57 0.312x16 7.1x10° 0.44x16 22.7x10° 1.22
59 6.8x10 4.77x10° 40.9x16 0.24x10° 6.78
61 0.91x16 6.95x10° 1.32x16 7.6x10° 1.25

En estos estudios de interaccion hemos analizadodghdrimeros con tres tipos de
coresen su estructura central, los que hemos denomitiaold (compuestod5, 47 y
49) tienen uncore aromatico y conjugaciéom-extendida, tipo etinilbenceno; los que
hemos denominado tipo Il (compueskds 53 y 55) tienencoresbenceénicos; y los que
hemos denominado tipo Il (compuestbg, 59 y 61) tienen cores alifaticos. Los
glicodendrimeros cortore tipo | son los que presentan una mayor rigidezsen
estructura central; los que tienenceke tipo Il poseen cierta flexibilidad, ya que los
grupos aromaticos estan conectados por enlacesadasy lo que también les
proporciona una mejor hidrofilia; y los que presenglcoretipo Il tienen una libertad
de giro total, al ser totalmente alifaticos. Losmpuiestos que presentan mejores
resultados globales en su interaccion con viscursdmalos glicodendrimeros con los
corestipo | y I, por tanto, a raiz de estos resultados los que seleccionamos para

estudios posteriores de interaccion carbohidrabtepra.
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[11.3- Resonancia magnética nuclear de diferenciaeltransferencia de saturacion.

A continuacion se llevan a cabo estudios de intgdaccarbohidrato proteina por RMN.
En estos estudios se utilizan los glicodendrimems loscorestipo Il, debido a la
mayor solubilidad de estas gliconanoestucturass adacentraciones necesarias para
llevar a cabo los estudios de RMN (1 mM para ldsrdntes ligandos, con una relacion
ligando:proteina 50:1). Estos ensayos se llevaab® enediante la técnica de STD-

RMN, comentados sus fundamentos en el apartadodedla introduccion.

La Figura 63 muestra el analisis de STD del ligab@l@on viscumina, junto con las
sefales clave para la asignaciéon. En el especwbssvan claras sefiales de STD, que
también se aprecian en la Figura. El efecto de &¥d3 fuerte se detectd para los
protones del azucar del residuo Gal (con un promddiintensidad absoluta de STD
aproximadamente del 9%; véase la Figura 63B), éosmgiere de manera clara que esta
region del ligando se encuentra en un contacto esé®cho con la proteina. Los
protones pertenecientes al residuo Glc muestraalesefde STD menos intensas,

alrededor del 4%, como se identifica en la FiguB®8.6
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STD51 + Viscumina 1:50
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Figura 63. (A) espectro de STD (parte inferior) y espectro deresfcia wff resonancdparte

superior) de la muestra que contiene glicodenddrbéren presencia de viscumina con una
relacion molar de 50:1. Los porcentajes absolueoSTD se dan para las sefales de protones

correspondientes(B) Estructura esquematica del junto con los valores medios de las

intensidades de STD absolutas.

La Figura 64 muestra los resultados de STD paligaido53 en presencia de VAA,

junto con la asignacion de los desplazamientos igonclave. No se observaron
sefales claras de STD, y el efecto méas fuerte @eedire los protones del carbohidrato
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fue para el residuo Gal con un promedio de intewkiébsoluta de STD de
aproximadamente un 8% (ver Figura 64B). De hechoesio de los protones del
dendrimero presentaron sefiales significativameidie dabiles, alrededor de 3%, como

se representa en la Figura 64B.

STD 53 + Viscumina 1:50
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Figura 64. (A) espectro de STD (parte inferior) y espectro deresfcia wff resonancdparte
superior) de la muestra que contiene glicodenddrB8ren presencia de viscumina con una
relacibn molar de 50:1. Los porcentajes absolueoSTD se dan para las sefiales de protones
correspondientes(B) Estructura esquematica &3 junto con los valores medios de las

intensidades de STD absolutas.
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La Figura 65 muestra el analisis de STD para enlig 55, utilizando el mismo

protocolo empleado anteriormente. Al igual queandbservaciones hechas patay

53, de nuevo el efecto mas fuerte de STD surgié dsiduo de Gal, con unos
promedios de intensidad absolutos de aproximadament% (Figura 65B). Una vez
mas, el residuo Glc y los protones aromaticos a@tdl mostraron STD, aunque en

menor medida que para el residuo de Gal (intensidadia absoluta de STD de

aproximadamente el 3 y 4% respectivamente; védsigleia 65B).

STD55 + VAA1:50
A
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Figura 65. (A) espectro de STD (parte inferior) y espectro deresicia wff resonancéparte

superior) de la muestra que contiene glicodenddrbéren presencia de viscumina con una
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relacibn molar de 50:1. Los porcentajes absolueoSTD se dan para las sefiales de protones
correspondientes(B) Estructura esquematica &b junto con los valores medios de las

intensidades de STD absolutas.

Tras estos estudios podemos concluir que en todsscésos los dos residuos
glicosidicos (Glu, Gal) estan implicados en el remmmiento molecular de la

viscumina, si bien el residuo de Gal presenta uagominteraccion.

I11.4- Flourescencia.

Una de las caracteristicas mas importantes dditmsigndrimeros con losorestipo |
(45, 47 y 49) es que poseen fluorescencia, ya que tienen carijugr-extendida entre
los grupos bencénicos. Por otro lado, la lectiflzadla en estos estudios de interaccion
carbohidrato-proteina presenta varios aminoacidmsaticos en su estructura (8 Trp, 7
Tyr y 5 Phe), por lo que también pueden llevarsat® estudios de fluorescencia con
ella. Por ello decidimos llevar a cabo estos estidion los compuestos que mejor
funcionaron por SPRAIY, 49y 55).

En primer lugar, se adquirieron los espectros derdiscencia de excitacion y de
emision de la proteina y de los glicodendrimerosréscentes y después se estudiaron
las modificaciones a concentracion constante depidateina y creciente de
glicodendrimeros. En la Figura 66 se observa edevel espectro de excitacion de la
viscumina nativa con una la longitud de onda maximaxcitacion de 280 nm, lo que
corresponde a todos los residuos Tyr y Trp; y @l@cha se muestran los espectros de

emision a 280 y 295 nm con dmax de emision a 330 nm.
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Figura 66. Espectros de excitacion (verde) y de emision a 805 nm (Azul y rojo

respectivamente) de la proteina viscumina.

A continuacion se muestran los espectros de flaeresa de los ligandos librég y 49
(figura 67). EI compuestd5 no presenta fluorescencia debido a que careceldesd

enlaces conjugados en la parte central de su astuc

5
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Figura 67 Espectros de emision d& (rojo) y de49 (azul) en solucién tampon.

En la Figura 67 se observa la existencia de dosmaéxde emision de fluorescencia;
uno en 360 nm y otro en 430 nm pdfamientras que pard los maximos aparecen a
330 nmy 430 nm.

- Estudio de la variacion de fluorescencia de lawisoa comd7y 49

En la Figura 68 se muestran los espectros de andgida interaccion de viscumina con
los glicodendrimerosAy y 49) aiexc 295 Nm y a temperatura de 25 °C. Los espectros
muestran como la adicion de glicodendrimero a déefma da lugar a una disminucion
de la intensidad de fluorescencia como consecuedeida interaccion proteina-
glicodendrimero. Sin embargo, dicha interacciopramluce cambios en la forma de los

espectros de fluorescencia ni en la posicion deim@de emision de fluorescencia, 1o
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que puede interpretarse como que la interacciépraduce cambios en la estructura

terciaria.

4x10° ~
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Figura 68. Espectros de emision de los complejo viscuminaddon49.
- Estudio de fluorescencia cé®

Aunque el glicodendrimers5 no posee fluorescencia se estudiaron los camb®seu
producen en el espectro de emisién de la protaiaado interacciona con el ligando.
Como se muestra en la Figura 69 a concentraciostaxae de proteina la adicion de
cantidades crecientes 88 produce una disminucion en la intensidad de flummesia
sin afectar al maximo de emisién aunque a altasesdraciones dé5 si aparece un
pequeno desplazamiento hacia el azul. Este desplazim hacia longitudes de onda

mayores podria indicar un cambio en la estrucen@aria de la proteina.

2x10° ]
15x10"
1x10°

5x10°

Intensidad de Fluorescencia

310 330 350 370 390 410

Longitud de Onda (hm)

Figura 69. Espectros de emision de la viscumina a concentrasiorecientes db.

Los datos obtenidos parw, 49 y 55 se analizaron con la ecuaciéon de SternVolmer
modificada (apartado 1.4.4 de la introduccion) ukamel valor de la intensidad de
fluorescencia del maximo de emision (295nm). Ellisisacon la ecuacion modificada

de SternVolmer permite ajustar los datos, y contedraccion de contribucion de los
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fluoréforos accesibles (¥ e inacesibles ¢f para el ligando, asi como las constantes de

asociacioén y disociacion del proceso (Tabla 11).

Compuesto 3 f1 Ka (M) Ko (M7
47 0.1 0.9 3x10° 3.3x10°
49 0.18 0.82 2.1x10 4.8x10°
55 0.33 0.67 18x10 7x10°

Como podemos ver, los datos obtenidos por fluoresgepara el proceso de
reconocimiento carbohidrato-proteina estan en mgaamicromolar, al igual que los
obtenidos por SPR.

I11.5- Calorimetria isoterma de titulacion.

Finalmente decidimos llevar a cabo estudios dedntgdn carbohidrato-proteina por
microcalorimetria. Para este tipo de estudiosgali que ocurre para los estudios de
fluorescencia, se requieren concentraciones supsride glicodendrimero que para
SPR. En SPR se ha empleado una concentracion maden®& pM para los
glicodendrimeros que presentan una mayor afinidadvigcumina, mientras que para
ITC necesitamos unas concentraciones de hasta 10DgNbs glicodendrimeros que
mejor han interaccionado con la viscumina por SHRaorescencia47, 49 y 55) solo
hemos podido estudiar por ITC el compudsipesto se debe a dos causas. Por un lado,
una de las caracteristicas del microcalorimetrguesposee una microjeringa que gira a
1000 r.p.m. mientras inyecta la solucion de ligaedbre la celda con la proteina; por
otra parte, los compuestos conceke tipo | (47 y 49) poseen un marcado caracter
amfipatico, lo que hace que sean afrogenos eniénlacuosa al producirse la agitacion
de la microjeringa del calorimetro. Estas dosucistancias hacen que se formen

burbujas en la celda de trabajo, impidiendo la &ilcjan de los datos.

Se llevé a cabo el experimento de ITC con una cur@eon de viscumina 100uM y

una concentracion dgb 1000uM. La grafica obtenida se observa en la BigQr

Obtenemos un valor de n= 0.4Q;i= 1.2x10 M™% Kp= 8.3x10° M; AH= -81 Kcal mot*
y AS= - 175 cal mét deg™; c= 4.8
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Figura 70. Representacion de los datos de ITC para la intigmacle viscumina coBb.

Para el compuestb, que tiene cuatro unidades de lactosa en su as@yobservamos

un valor de n=0.4, lo que indica que por cada uhida glicoderivado se unen 2.5
moléculas de viscumina. Tedéricamente cada molé&mriliglicodendrimero podria unir 4
unidades de viscumina, por tanto el valor de 2.Bdpuindicar que existe un

impedimento estérico al acomplamiento simultdneoudgro unidades de viscumina.

I11.6- Modelado molecular.

Las observaciones experimentales encontradas en SHR fluorescencia e ITC se
validaron utilizando un modelo tridimensional dedbmplejo, que fue construido
utilizando el método descrito en el apartado lle7Mhateriales y métodos. El sitio de
unién conocido de viscumifi (el sitio de unién TYR) fue empleado para el pcoto

de acoplamiento. Los ligand&g, 53 y 55 produjeron resultados similares en presencia

de viscumina. La Figura 71 muestra los aminoacigos estan implicados en el
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reconocimiento del glicodendrimero. La mayor pddédas interacciones clave implican
al resto de Gal, como se deduce del andlisis deFSNIN. Cabe sefialar la existencia de
un enlace de hidrogeno doble entre el ASP235 c@dHd y OH4 del residuo de Gal,
asi como un segundo enlace de hidrogeno entre ABN25 OH3 del residuo de Gal.
Por otra parte, existe una clara interaccion dé@ampento CHz entre TYR249 vy el
residuo Gal. Curiosamente, GLN238 establece urcerda hidrogeno con el OH3 del

residuo de Glc.

Figura 71. Modelo de acoplamiento de la region (lactosagtiebdendrimerdl que se une al
sitio de unién viscumina TYR. Los aminoacidos quepprcionan mejores contactos con el
ligando (GLN238, ASN256, ASP235, TYR249) estanltadas.

La posibilidad de unién simultdnea de dos, tresjatro restos de viscumina al ligando
también fue explorada, utilizando el protocolo dedelado molecular. Los resultados
se muestran en las Figuras 72, 73 y 74, respeaivianEl modelo construido sugiere
la posibilidad de unién simultdnea de dos y treslades de VAA en el caso de los
glicodendrimero$1 y 53 respectivamente (véase la Figura 72 y 73). Sinaegab sélo
un maximo de tres unidades de viscumina puedenaseml ligand®5. De hecho, la
unién de cuatro unidades simultaneas produciria portantes conflictos de
impedimento estérico (Ver Figura 74B), lo que ingpid existencia de complejos
multivalentes grandes. Sin embargo, bajo las camtks experimentales empleadas
para los experimentos de RMN, con un gran excesbgdedo sobre la lectina, es

evidente que la probabilidad de que se formen denptmos de elevado
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entrecruzamiento es pequefia. Muy probablementeddtdss de RMN reflejan la
presencia de complejos 1:1 en rapida disociacide,sg producen en la corta escala de
tiempo de relajacion que se requiere para estalépexperimentos.

Cadena-B

Cadena-A

Cadena-B
Cadena-A

Cadena-B

Cadena-B

Cadena-A } ! Cadena-A

Cadena-B

Figura 73. Modelado molecular del glicodendrimég®unido a tres unidades de viscumina.
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Cadena-B

Cadena-A

Cadena-B
Cadena-A
Cadena-A

Cadena-B
Cadena-B

Figura 74. (A) Modelado molecular del glicodendrimeb® unido a cuatro unidades de

viscumina.
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Cadena-A

»”
Cadena-B Cadena-A

Figura 74. (B) Otra vista del modelado molecular del glicodenérimb5 unido a cuatro

unidades de viscumina.
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Conclusiones

1- Se han sintetizado, mediante la reaccion de gasiira asistida por microondas,
coresdi, tri y tetravalentes con una estructura ceritnathada por grupos fluoréforos
unidos mediante triples anlaces conjugados, ldepieonfiere rigidez estructural, y
permite su funcionalizacion mediante reaccionesiceadicion 1,3-dipolar
(compuestod7, 22y 25).

2- Se han sintetizado, mediante reacciones g2 5 Mitsunobu, cores di, tri y
tetravalentes con grupos aromaticos centrales snidediante hibridacién 3@ los
grupos alquino terminales, lo que permite una fdgbde giro de la molécula, y la
funcionalizacion mediante reacciones de cicloadidi8-dipolar (compuestd®’, 29 y
31).

3- Se han sintetizadcoresdi, tri y tetravalentes a partir de polialcohobdgaticos,
funcionalizados en su periferia con cloruros dd@ague permiten su union a moléculas

funcionalizadas con grupos nucleéfilos (compue3®89y 43).

4- Se ha funcionalizado la lactosa con una cadepacedora unida al carbono
anomeérico libre, manteniendo la forma cerrada enfiguracion § en el extremo
reductor; dicha cadena espaciadora tiene en senextun grupo azida, lo que permite
unir la lactosa funcionalizada mediante reacciomes cicloadicion 1,3-dipolar

(compuest®).

5- Se ha funcionalizado la lactosa con una cadepacedora unida al carbono
anomerico libre, manteniendo la forma cerrada emfigaracion § en el extremo
reductor; dicha cadena espaciadora tiene en senextun grupo 1,5-diaminonaftaleno,
lo que permite unir la lactosa funcionalizada metdiaeaccionesy2 (compuest®).

6- Se han sintetizado glicodendrimeros di, trityakealentes mediante dos estrategias

sintéticas diferentes, en primer lugar mediantéoadicion 1,3 dipolar catalizada por
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microondas entre el compue&ty los nacleod7, 22, 25, 27, 29y 31; y a continuacion,

mediante {2 entre el compues®y los nlicleo5, 39y 43.

7- Se ha realizado la determinacién estructurabsleompuestos finaleks, 47, 49, 51,
53, 55, 57, 59y 61 mediante RMN y EM.

8- Se ha estudiado mediante SPR la interaccionobkahato-proteina de los
glicodendrimeros sintetizados con la viscumina épadB de la lectina d¥iscum
album), que reconoce especificamente residuos de gsdéacttn todos los casos
encontramos unKp en el rango micromolar, lo que concuerda con kissiobteidos
por otras técnicas. Los glicodendrimeros que nipjeraccionan con la viscumina son
los que tienen losoresaromaticos45, 47, 49, 51, 53y 55) en comparacion con los que
tienencoresalifaticos 67, 59y 61). En todos los casos, tienen una mayor afinidad po
la viscumina los comuestos tri o tetravalentest&enlos divalentes, lo que corrobora la

importancia de la presentacién multivalente enrnesacciones carbohidrato-proteina.

9- Se ha estudiado por STD-RMN la interaccion daidrato-proteina de los
compuesto$l, 53y 55 con viscumina. En todos los casos el efecto de 8&b fuerte
se detectd para los protones del carbohidratoed@duo de galactosa frente a glucosa,
lo que sugiere de manera clara que esta regidligdaddo se encuentra en un contacto

mas estrecho con la proteina.

10- Se ha estudiado por fluorescencia la interacd@los compuestas/, 49 y 55 con

viscumina. Se ha seguido la intensidad de fluoresaeen el maximo de emision de la
proteina (295nm), a medida que se afiadian alicdetagicodndrimero. Al ajustar los
datos obtenidos a la ecuacion de Stem-Volmer nuadifi para proteinas
multitriptéfano, obtenemos unos valores Kg en el rango micromolar para dicha

interaccion, lo que corrobora los datos obtenidos3PR.
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11- Se ha estudiado por ITC la interaccion del amsf55 con viscumina. Se ha
obtenido un valor d&Kp en el rango micromolar para dicha interaccién,gle

corrobora los datos obtenidos por SPR vy fluoresaeh@ estequiometria del proceso
muestra que por cada molécula de glicodendrimenpusden unir 2.5 moléculas de
viscumina, lo que indica la existencia de un pesiiphpedimento estérico para el
acoplamiento simultaneo de las tedricas 4 moléaddagiscumina que puede unir el

glicodendrimero tetravalente.

12- Se ha estudiado por modelado molecular ladotédn de los glicodendrimer64,
53y 55 con viscumina. La mayor parte de las interacciaage implican al resto de
galactosa, como se deduce del analisis de STD RAMEmas el modelado molecular
de la interaccion dB5 con viscumina, muestra un impedimento estérica famunion
simultanea de 4 moléculas de viscumina al glicoderato, lo que corrobora el dato de

estequiometria para esta interacién obtenido por IT
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