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Introduccion

1. Introduccién.

1.1. Los carbohidratos en la naturaleza.

La superficie de la mayoria de las células de mamiferos se encuentra cubierta
por una densa capa de carbohidratos denominada glicocalix. Estos carbohidratos
aparecen fundamentalmente conjugados a otras biomoléculas (proteinas y lipidos),
dando lugar a las denominadas glicoproteinas y los glicolipidos, respectivamente.! Los
glicolipidos y glicoproteinas estan involucrados en numerosos procesos biologicos de
adhesién y reconocimiento célula-célula y célula-matriz extracelular a través de la
interaccion con sus correspondientes receptores (fundamentalmente interaccion
proteina-carbohidrato) (Figura 1).2 Entre estos procesos biologicos naturales o
patolégicos cabe destacar la embriogénesis,? la diferenciaciéon celular,* el proceso

inflamatorio,> la metastasis,S etc.

I Dwek, R.A. Chem. Rer. 1996, 96, 683-720.

2 Feizi, T. Curr. Opin. Struct. Biol. 1993, 3, 701-710.

3 Muramatsu, T. J. Cell. Biochem. 1988, 36, 1-14.
4Hakomoti, S. Ann. Rev. Biochem. 1981, 50, 733-740.
5 Lasky, L.A. Ann. Rev. Biochem. 1995, 64, 113-139.

¢ Muramatsu, T. Glycobiology 1993, 3, 291-296.
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¥ BACTERIA

Figura 1. Representacién de alguno de los diferentes procesos naturales e infecciosos de

reconocimiento en los que estan implicados los glicoconjugados de la supetficie celular.

Las interacciones de los carbohidratos con sus receptores son altamente
selectivas y, en la mayorfa de los casos, dependientes de cationes divalentes
(fundamentalmente calcio); sin embargo, estas interacciones presentan una baja
afinidad, solventada en la naturaleza por una presentacion multivalente de los
carbohidratos y del receptor.” La combinacién de multiples interacciones entre dos o
mas unidades de carbohidrato y su correspondiente receptor multimérico, da lugar a las
llamadas interacciones multivalentes, también conocido como efecto cluster (Figura
2).8 Estas interacciones multivalentes presentan ventajas funcionales sobre las
interacciones monovalentes; no solo aumentan la afinidad de forma significativa, sino
que también aumentan la especificidad de la interaccién y por lo tanto, del proceso de

reconocimiento moleculat.

"Lundquist, J.J.; Toone, E.J. Chen. Rev. 2002, 102, 555-578.
8 (a) Lee, Y.C.; Lee, RT. Acc. Chem. Res. 1995, 28, 321-327. (b) Mammen, M.; Choi, S.K.;
Whitesides, G.M. Angew. Chem. Int. Ed. 1998, 37, 2754-2794.
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Figura 2. Representacién general de una interaccion ligando-receptor monovalente (A) y una

interaccién ligando-receptor multivalente (B).

Para entender correctamente el “efecto cluster” es necesario establecer las
diferencias entre cooperatividad y multivalencia.” La cooperatividad describe la
influencia que puede tener sobre futuras uniones la unién de un ligando monovalente
sobre su receptor si éste posee vatios sitios activos. La cooperatividad puede ser
positiva o sinérgica cuando la afinidad por la segunda unién es mayor que por la
primera; negativa o interferente, cuando dicha afinidad es menor; o no cooperativa o
aditiva cuando la magnitud de las uniones es la misma. Los ligandos que se unen sobre
los distintos sitios activos no tienen por qué ser los mismos. El ejemplo mas claro de
cooperatividad descrito en la naturaleza es la oxigenacion alostérica de la hemoglobina,
donde esta proteina tetramérica se une a cuatro moléculas de oxigeno con afinidad

creciente hasta que los cuatro sitios activos presentes estin ocupados.!?

Por otro lado, la multivalencia implica la unién simultinea de dos o mas

ligandos idénticos, que descansan sobre un mismo soporte, y un receptor multiple que a

9 Badjic, J.D.; Nelson, A.; Cantrill, S.J.; Turnbull, W.C.; Stoddart, J.F. Acc. Chem. Res. 2005, 38,
723-732.
10 Eaton, W.A.; Henry, E.R.; Hofrichter, J.; Mozzarelli, A. Nat. Struct. Biol. 1999, 6, 351-358.
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su vez se encuentra sobre una misma entidad, siendo la intensidad de la interaccién

varios 6rdenes de magnitud mayor que la correspondiente a la interacciéon monovalente.

Los sistemas multivalentes de carbohidratos de origen natural son dificiles de
obtener de sus fuentes naturales, dada su escasez, asi como la dificultad de aislarlos
puros. En la mayoria de los casos, estos sistemas naturales se encuentran como mezclas
de compuestos (glicoformas), sistemas muy parecidos en los que varfan en mayor o
menor medida el tipo de carbohidrato o la posicién que ocupan estos carbohidratos en

el glicoconjugado, siendo muy complicada su separacion.

1.2. Modelos artificiales de sistemas multivalentes de carbohidratos.

El estudio de los procesos moleculares (biolégicos) en los que participan de
forma activa los carbohidratos requiere el desarrollo de herramientas que permitan una
presentacion multivalente de dichos carbohidratos. En la bibliograffa se encuentran
descritos numerosos modelos de sistemas multivalentes de carbohidratos para el

estudio de estos procesos biologicos.!!

El disefio de estos sistemas estd basado en imitar a los glicoconjugados
naturales que estin involucrados en dichos procesos biologicos. Estos sistemas
artificiales consisten fundamentalmente en soportes de muy diversa naturaleza sobre los
que se unen varias copias del carbohidrato, originando una presentaciéon multivalente
del mismo.!2 La unién del carbohidrato al soporte se establece normalmente a través de
un espaciador, que proporciona el medio de anclaje, asi como una separacién suficiente
entre el soporte y el ligando para que el primero no interfiera en la interaccién. Entre

los sistemas multivalentes mas usados cabe destacar los péptidos y proteinas,'? los

1 Houseman, T.B.; Mrksich, M. Top. Curr: Chem. 2002, 218, 1-44.
12Martos, V.; Castrefio, P.; Valero, J.; de Mendoza, J. Curr. Opin. Chem. Biol. 2008, 12, 698-700.
13 Davis, B.G. Science 2004, 303, 480-482.
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liposomas,'* los dendrimeros,'> los calixarenos,!¢ las ciclodextrinas,'” oligdbmeros y

polimeros,'8 y las nanoparticulas'? (Figura 3).

v i Glicociclodextrinas
Glicopeptidosy Glicopolimeros
y Glicocalixarenos

Neoglicoproteinas

4 g : a4t
\asand, §- ‘P
L pom _:.'9 \ “.0/3 éé\\di{:’w‘:
' s W :::‘%
- o et Q (:P’/f?f&\ 5
d ) gy
Glicodendrimeros Glicoliposomas Gliconanoparticulas

Figura 3. Representaciéon de diferentes sistemas modelo multivalentes de carbohidratos.

El disefio y preparacién de sistemas multivalentes sintéticos de carbohidrato
permite un acceso a una cantidad mayor de compuesto y a un mayor control sobre la
estructura, la pureza, la naturaleza del soporte, la multivalencia (ndmero de copias de

carbohidratos presentes), etc.

Entre todos estos sistemas multivalentes, los dendtimeros constituyen unos
sistemas muy interesantes. Dado que el trabajo que se describe en esta memoria se
centra en el uso de estos sistemas como soporte multivalente, en el siguiente apartado

describiremos las caracteristicas mas interesantes de los mismos.

14 (a) Brewer, G.J.; Matinyan, N. Biochemistry 1992, 31, 1816-1820. (b) Stewatt, R.J.; Boggs, J.M.
Biochemistry 1993, 32, 10666-10674.

15 Rockendorf, N.; Lindhorst, T.H. Top. Curr. Chem. 2001, 217, 201-238.

16 Dondoni, A.; Marra, A.; Scherrmann, M.C.; Casnati, A.; Sansone, F.; Ungaro, R. Chem. Eur. .
1997, 3, 1774-1782.

I7Roy, R.; Hernandez-Mateo, F.; Santoyo-Gonzilez, F. J. Org. Chen. 2000, 65, 8743-8746.

18 Roy, R. Curr. Opin. Struct. Biol. 1996, 6, 692-702.

19 de la Fuente, ].M.; Barrientos, A.G.; Rojas, T.C.; Rojo, J.; Cafiada, F.J.; Fernindez, A.;
Penadés, S. Angew. Chem. Int. Ed. 2001, 40, 2258-2261.



Capitulo 1

1.3. Dendrimeros.

1.3.1. Caracteristicas generales de los dendrimeros.

Los dendrimeros se describen generalmente como macromoléculas que se
caracterizan por una estructura tridimensional altamente ramificada y bien definida, lo
que les proporciona un alto grado de funcionalidad superficial y versatibilidad.?’ La
palabra dendrimero proviene del griego “Dendro-”, que significa arbol, y el sufijo “-mer”,
(unidad mas pequefia que, por repeticién, construye entidades de mayor tamafio).
También se les ha llamado “arborols” (Latin: Arbor = arbol), “starbust polymers”,

moleculas en cascada, etc.

Los elementos estructurales que componen un dendrimero son el nicleo o
“core” de donde emergen las ramificaciones; los nudos, que posibilitan la ramificacion
en un numero de ramas determinado y los grupos terminales que son los que quedan
expuestos en la superficie (Figura 4). A cada capa de crecimiento de un dendrimero se
le denomina generacién (Gy). El nimero de grupos terminales esta determinado por el
grado de ramificacion del nucleo, de los nodos y por el de la generacion del

dendrimero.20: 21

Los dendrimeros pueden formarse practicamente a partir de cualquier material
que pueda ramificarse (dtomos metdlicos, grupos organometalicos, materiales
organicos...) y pueden presentar una amplia variedad de funcionalidades dependiendo
de la naturaleza de las unidades de ramificacién. Las ramas que parten desde el nucleo
estan formadas por unidades repetitivas de monémero que poseen nuevos centros de
ramificacién o nodos en su extremo. Cada nodo permite la incorporaciéon de nuevas

unidades repetitivas incrementindose la generacién en una unidad cuando han

20 (a) Fréchet, J.M.].; Tomalia, D.A. Dendrimers and Other Dendritic Polymer. Wiley: Chichester,
2001. (b) Newkome, J.M.J.; Moorefield, C.N.; Vogtle, F. Dendrimers and dendrons: Concepts,
Syntheses, Applications. Wiley-VCH, 2001.

2I'Tomalia, D.A.; Naylor, A.M.; Goddard, W.A. Angew. Chem. Int. Ed. 1990, 29, 138-175.
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reaccionado todos ellos. El nimero de grupos terminales se multiplica de generacién en

generacién por el nimero de ramificaciones que posea cada nodo.

NUCLEO

GRUPOS
TERMINALES

NODOS

Figura 4. Representacién esquematica de la estructura de un dendrimero.

Las estructuras dendriticas se consideran actualmente como la cuarta clase de
arquitectura molecular (junto con las arquitecturas lineales, entrecruzadas y ramificadas).
Esta clase de arquitectura se divide en cuatro subcategorias: aleatoriamente
hiperramificadas, estructuras dendriticas insertadas (dendrigraft), dendrones 'y
dendrimeros (Figura 5). Los dendrones y dendrimeros han sido empleados
ampliamente ya que presentan una serie de caracteristicas que los hacen muy atractivos
en diversos campos de la ciencia. Estas moléculas presentan un tamafio nanométrico,
estructura globular o semiglobular, y los métodos de sintesis para su obtencién
permiten un buen control estructural, obteniéndose materiales esencialmente
monodispersos, es decir, con todas las moléculas del mismo peso molecular, estructura
y dimensiones. Estas caracteristicas diferencian a los dendrimeros de las moléculas

hiperramificadas, dendrigrafts y polimeros convencionales.
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Estructura Estructura Estructuras controladas
estadistica semicontrolada
Hiperramificadas al azar Dendrigrafts Dendrones Dendrimeros

RS
AL

Figura 5. Subcategorfas de las arquitecturas dendriticas.

1.3.2. Estrategias sintéticas para la preparacion de dendrimeros.

En general, para la preparacién de dendrimeros es necesatia la eleccion de las
unidades estructurales de construccién o mondémeros, nucleo de crecimiento y una
secuencia sintética cuya repeticion permita el crecimiento. Esta ultima se compone de
dos pasos, la incorporacién del mondémero al esqueleto dendritico y la postetior
activacién de los grupos funcionales de éste. En este doble proceso es importante que
las reacciones sean selectivas y con altos rendimientos evitando las imperfecciones en el
crecimiento. Esta sintesis iterativa permite la preparacién de estructuras bien definidas,
monodispersas y que pueden incluso alcanzar tamafios macroscépicos. La sintesis de
dendrimeros se puede realizar a través de diferentes métodos; sin embargo, todos ellos
pueden englobarse dentro de dos estrategias sintéticas generales: convergente y

divergente.

En la estrategia divergente el dendrimero se construye desde el nucleo
polifuncional seleccionado hacia la superficie. El ntcleo se hace reaccionar con el
monoémero correspondiente y posteriormente se realiza la activacion de los grupos
situados en la periferia. La repeticién sucesiva de estos pasos conduce al crecimiento
simultineo de todas las ramas dendriticas, dando lugar a las diferentes generaciones del
dendrimero (Figura 6). La estrategia divergente funciona bien para la obtencién de

grandes cantidades de dendrimero; sin embargo, a medida que hay mas grupos

10
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funcionales en la periferia (dendrimeros de altas generaciones) es mas probable que se
produzcan defectos estructurales en el crecimiento, ya que a medida que se aumenta la
generacion crece el nimero de enlaces covalentes que se han de forman en una unica
etapa sintética, lo que puede conducir a reacciones incompletas donde no todos los

enlaces se han formado.

Figura 6. Representacién esquematica de la estrategia divergente.

Una de las primeras sintesis de dendrimeros que podemos encontrar
empleando este tipo de estrategia fue la desarrollada por Tomalia y colaboradores? en
1985. En la ruta inicial de Tomalia la ramificacién ocurtfa en los grupos funcionales de
la superficie e implicaba dos pasos: una adicién tipo Michael de una amina a metil
acrilato y una posterior adicion al éster resultante de etilendiamina (Figura 7). Siguiendo
esta sintesis iterativa se pudieron preparar dendrones de poliamidoamina de hasta
quinta generacion.

NH,

§

HN HN
\NH ),ho
o’>\\\

N

HNHQ 2
0. NH NH,
2 Co,Me H NH 2 co,Me
o
NHy g NN _ = d? Oy-nH
~CNH o N NH N H
HoN 2 HoNN\~NH2 WN\/\N
el
OZNH o] Y
HQN\/\NJI\/\N/—' NH
H o
NH, ﬁ NH,

HoN

Figura 7. Sintesis de un dendrimero de poliamidoamina mediante una estrategia divergente.

22 Tomalia, D.A.; Baker, H.; Dewald, J.R.; Hall, M.; Kallos, G.; Martin, S.; Roek, J.; Ryder, J.;
Smith, P. Polymer ]. 1985, 17, 117-132.
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La otra estrategia que se puede seguir para abordar la sintesis de dendrimeros
es la convergente. En ella, los dendrimeros se construyen desde la superficie hacia el
nacleo. En primer lugar, se sintetiza cada rama dendritica o dendrén, finalizando la
sintesis con la unién de los dendrones a un nucleo polifuncional (Figura 8). A diferencia
de la ruta divergente, en este caso el numero de enlaces covalentes que se forman en
cada etapa sintética permanece constante. Sin embatgo, el problema reside en la tltima
etapa donde se unen los diferentes dendrones al nicleo de crecimiento. En este caso, y
dependiendo de la generacién y el tipo de nucleo pueden existir impedimentos
estéricos, sobre todo cuando los dendrones son de generacién elevada. Por esta razén,
este tipo de estrategia es valida para la sintesis de dendrimeros de generaciones

inferiores.

2p o
o oL e e ok

5% Kl &T’ <8
oo oo

Figura 8. Representacién esquematica de la estrategia convergente.

El primer ejemplo que encontramos en la bibliografia de este tipo de estrategia
sintética fue descrito por Fréchet y colaboradores? en 1990. Estos autores sintetizaron
dendrones de tipo oligoéter que presentaban el alcohol 3,5-dihidroxibencilico como
unidad de repeticién (Figura 9). En primer lugar se llevaban a cabo dos uniones de tipo
éter mediante una alquilacién selectiva de los alcoholes fendlicos mediante un
acoplamiento de Williamson con un bromuro de alquilo en presencia de un exceso de
carbonato potasico y del éter 18-corona-6. El segundo paso consistia en la activacion de
la posicién bencilica focal mediante su bromaciéon con tetrabromuro de carbono en
presencia de trifenilfosfina. El acoplamiento se repetfa usando dos equivalentes del
producto bromado obtenido por equivalente del mondémero inicial. Siguiendo esta

sintesis iterativa se prepararon dendrones de hasta sexta generacion.

2 Fréchet, J.M.].; Hawker, C.J. Chen. Commun. 1990, 12, 7638-7647.
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Q_\Br K;CO;

: Q
o 18-Corona-6
< >—/ _
+

HQ

OH
HO

Figura 9. Sintesis convergente de dendrones basados en el alcohol 3,5-dihidroxibencilico.

Dado el interés que estan adquiriendo los dendrimeros por sus potenciales
aplicaciones, algunos de ellos ya estan disponibles comercialmente. Dentro de éstos,
podemos distinguir entre los que se preparan usando una estrategia divergente de varios
pasos, tales como los derivados de poliamidoamina (PAMAM o Starbust) (Figura 10A)
y polipropilenimina (PPI o Astramol) (Figura 10B), y los que se preparan en un unico
paso, que aunque son polimeros dendriticos, cuentan con un bajo grado de
polidispersidad, tales como el poliglicerol (Figura 10C) y los derivados del acido 2,2-bis-
MPA (Boltorn) (Figura 10D).
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Figura 10. Estructuras de algunos soportes dendriméricos disponibles comercialmente.

Como hemos comentado anteriormente, los dendrimeros poseen multiples
funcionalidades en su periferia, lo que permite introducir mdltiples ligandos en su
superficie. En otras palabras, son plataformas ideales para la presentacion multivalente
de ligandos. Dependiendo de la estructura y generaciéon del dendrimero se puede
modular la multivalencia asi como la presentacion de estos ligandos en la superficie del
dendrimero. La utilizacién de carbohidratos como ligandos permite disponer de una
presentacion multivalente de éstos, aspecto fundamental para poder entender y

participar en los procesos biolégicos en los que estan implicados dichos carbohidratos.
1.4. Glicodendrimeros.
Los glicodendrimeros son un tipo de dendrimeros que incorporan

carbohidratos en su estructura. Este tipo de compuestos pueden ser clasificados en tres

grupos diferentes: los que contienen carbohidratos en la superficie (Figura 11A), los que

14
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su nucleo es un carbohidrato (Figura 11B) y aquellos cuya estructura esta basada en
carbohidratos (Figura 11C). En nuestro caso, y dado el objetivo de la presente memoria
nos vamos a centrar en aquellos en los que los carbohidratos se encuentran en la

superficie de los dendrimeros.

A B Cc

Figura 11. Tipos de glicodendrimeros.

Como hemos comentado anteriormente, los dendrimeros se caracterizan por
su alta ramificaciéon alrededor de un nucleo polifuncional, posibilitando la alta
funcionalizacién de la superficie. Cuando estos grupos periféricos estan constituidos
por carbohidratos se obtienen lo que se denomina glicodendrimeros. Debido al gran
numero de posibilidades existentes, los glicodendrimeros pueden ser de muy diversa
naturaleza dependiendo de la estructura dendritica, asi como de los carbohidratos
existentes en su supetficie. El numero de ejemplos que se describen en la bibliografia es
muy amplio por lo que se ha decidido seleccionar algunos ejemplos a modo ilustrativo

de la diversidad de estructuras y métodos de preparar estos compuestos.2+7

Centrandonos en los glicodendrimeros con ligandos carbohidrato en su
superficie (Figura 11A), la funcionalizacién de dendrimeros comerciales ha sido un
método muy util para la obtencién de glicoconjugados polivalentes en un ndmero
reducido de etapas. Es por tanto légico que se haya explotado extensamente esta

metodologia, sobre todo empleando dos tipos de dendrimeros comerciales, PAMAM y

% (a) Okada, M. Prog. Polym. Sci. 2001, 26, 67-104. (b) Turnbull, W.B.; Stoddart, J.F. Rev. Mol.
Biotechol. 2002, 90, 231-255. (c) Bezouska, K. Rev. Mol. Biotech. 2002, 90, 269-290. (d) Lindhorst,
T.K. Top. Curr. Chem. 2002, 218, 201-235.

"Lundquist, J.J.; Toone, E.J. Chem. Rev. 2002, 102, 555-578.
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PPI. Ambos dendrimeros tienen un esqueleto basado en aminas terciarias y disponen
de aminas primarias en su superficie que pueden reaccionar con otras moléculas o
grupos funcionales formando enlaces amida, urea o tiourea. Asi, Stoddart y
colaboradores? prepararon glicodendrimeros de hasta quinta generacion, basados en el
dendrimero PPI, que contenfan 64 unidades de galactosa o lactosa en la superficie. Para
ello, hicieron reaccionar un equivalente del correspondiente glicosil NHS-éster (N-

hidroxisucinimida) con los grupos amino del dendrimero (Figura 12).

OAcOAc OAc o}
ﬁ/ o (0] Dendrimert
o PPl
ACO AcO S/\/U\O/N -+ <H2N G1-G!
OAc OAc o)

OAgOAc OAc o
Q Q
o}
Acog/ AcO S/\/U\N B
OAc OAc H

G1-G!

OH OH

OH
0]
0 (¢}
HO%O&/S/\/U\N Dencifiy
OH OH H

G1-G5

Figura 12. Sintesis de glicodendtimeros PPI de lactosa.

Aunque esta estrategia parece limitada por la escasa variedad de dendrimeros
comerciales, ha sido posible obtener diferentes glicodendrimeros modificando, por
ejemplo, los espaciadores que unen el esqueleto dendritico con los aztcares. Este
mismo grupo de investigacion2® modificé la longitud de estos espaciadores hasta en 10
unidades de metileno variando la densidad superficial de los carbohidratos. Este

aspecto es interesante debido a que Roy y colaboradores?” observaron que las afinidades

% Ashton, P.R.; Boyd, S.E.; Brown, C.L.; Nepogodiev, S.A.; Meijer, E.W.; Peerlings, H.W.L;
Stoddatt, J.F. Chem. Eur. ]. 1997, 3, 974-983.

26 Peerlings, H.W.I.; Nepogodiev, S.A.; Stoddart, J.F.; Meijer, EW. Eur. |. Org. Chem. 1998, 9,
1879-1886.

27 Pagé, D.; Roy, R. Bioconjugate Chem. 1997, 8, 714-723.
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de estos dendrimeros podrian disminuir a partir de cierta valencia, debido a

impedimentos estéricos.

Otra forma de introducir diversidad en este tipo de glicodendrimeros es la
unién de glicodendrones, previamente preparados, a dendrimeros comerciales usando
éstos como nucleos. Hsta metodologia fue empleada por Stoddart y colaboradores?
usando triadas dendriméricas de galactosa que se unieron al dendrimero comercial PPI

de baja generacién (Figura 13).

HO' o HN)

HO

HO OH & Nd 9 on

OH
O%{x

o

OH “ofH

0K o OH
HO

Hoo OH O

O

Figura 13. Glicodendrimero de primera generacién de galactosa empleando como nucleo PPI.

En la sintesis de glicodendrimeros también se han empleado dendrimeros no
comerciales. Asf Roy y colaboradores?® sintetizaron dendrones basados en la N,N-bis(3-
aminopropil)glicina (Figura 14) y también basados en el acido IN,N-bis(3-
aminopropil)succindmico mediante una estrategia en fase sélida.?” En ambos casos se
completaba la sintesis en una etapa divergente final funcionalizando los grupos
periféricos con acidos sidlicos mediante la formacidon de tioésteres y amidas

respectivamente.

28 Zanini D.; Roy, R. . Org. Chen. 1996, 61, 7348-7354.
2 Llinares, M.; Roy, R. Chen. Commun. 1997, 2119-2120.
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Figura 14. Glicodendrimero basado en la N,N-bis (3-aminopropil)glicina.

Otra alternativa para llevar a cabo la sintesis de glicodendrimeros es mediante
el uso de una estrategia convergente, en la que se parte de azucares simples o pequefios
glicoclusters que se unen a unidades ramificadas aumentando su tamafio para
finalmente conjugarse a un nacleo. La preparacion de estos dendrimeros se puede llevar
a cabo utilizando unidades de repeticiéon ramificadas previamente sintetizadas de modo
que permiten una construccion mas rapida de grandes estructuras. Asi, el dendrén de
tris(hidroximetilamino)metano ~ funcionalizado  con  diferentes  monosacaridos
peracetilados se ha unido a diferentes unidades de repeticion bi o tridentadas asi como a
diferentes nucleos multidentados, para la sintesis de dendrimeros que presentan 9, 18 y
36 unidades de monosacirido en su periferia. La primera aproximaciéon se realizo

usando [3-D-glucopiranosa’® como carbohidrato y mas tarde se extendi6 a la sintesis de

derivados de 0-D-manopiranosa (Figura 15).3!

30 (a) Ashton, P.R.; Boyd, S.E.; Brown, C.L.; Jayatraman, N.; Nepogodiev, S.A.; Stoddatt, J.F.
Chem. Eur. J. 1996, 2, 1115-1128. (b) Ashton, P.R.; Boyd, S.E.; Brown, C.L.; Jayaraman, N;
Stoddart, |.F. Angew. Chem. Int. Ed. 1997, 36, 732-735.

31 Ashton, P.R; Hounsell, E.F.; Jayaraman, N.; Nielsen, T.M.; Spencer, N.; Stoddatt, J.F.;
Young, M. J. Org. Chem. 1998, 63, 3429-3437.
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Figura 15. Sintesis convergente de glicodendrimeros de manosa.

La mayorfa de las sintesis de dendrimeros mencionadas hasta el momento
implican la utilizacién de carbohidratos protegidos. Esto se debe a que los grupos
hidroxilo libres pueden interferir en las reacciones de acoplamiento utilizadas en la

sintesis de glicodendrimeros. Ademds, la naturaleza altamente polar de los aztcares los
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hacen inadecuados para la purificacién mediante cromatografia en gel de silice. Sin
embargo, los grupos protectores traen asociado un aumento en el impedimento estérico
que puede ser importante en sistemas de elevada generaciéon con un gran nimero de
carbohidratos. Para solventar este problema, Stoddart y colaboradores’? describieron la
sintesis de glicodendrimeros usando carbohidratos totalmente desprotegidos, por
formacién de enlaces amida entre un glicocluster desprotegido conteniendo un grupo

amino y un nucleo con ésteres activados con N-hidroxisuccinimida (Figura 16).

° R
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&o ) )""j& HO}V/&No\lyH\C,J\/\NH2 RINH o N{*—\R
° HO "0
HOEE\N\N\/NHZ
ol HOXS\VO H\OJ.I\ANHZ

Figura 16. Sintesis de glicodendtimeros a pattir de azicares desprotegidos.

Otros métodos para la derivatizacion de dendrimeros con grupos amino
terminales se llevaron a cabo mediante la apertura de anillos de aldolactonas,® o

formacién de tioureas con isotiocianatos (Figura 17).34

32 Jayaraman N.; Stoddatt, |.F. Tetrabedron Lett. 1997, 38, 6767-6770.
33 Aoi, K,; Itoh, K.; Okada, M. Macromolecules 1995, 28, 5391-5393.
3 Kieburg, C.; Dubber, M.; Lindhorst, T.K. Synlert 1997, 1447-1449.
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Figura 17. Acoplamiento directo de azucares activados como isotiocianatos (a) y glicolactonas

(b) a dendrimeros que contienen grupos amino primatios en su superficie.

La importancia de los glicodendrimeros se pone de manifiesto debido al gran
namero de aplicaciones biomédicas que se han descrito para este tipo de compuestos.
Entre estas aplicaciones podemos destacar estudios de inhibicién de infecciones viricas
y bacterianas, erradicacién de tumores por estimulacién de la respuesta inmune, etc. A
continuacion describiremos algunos ejemplos representativos de glicodendrimeros con

aplicaciones bioldgicas.

El primer ejemplo de glicodendrimero que encontramos en la bibliografia fue
publicado en 1993 por Roy y colaboradores.’s Este consistia en una oligolisina
hiperramificada que presentaba 16 moléculas de acido sidlico. Este compuesto
demostrd ser un potente inhibidor de la hemoaglutinacién causada por el virus de la
gripe. En la Figura 18 se muestra la estructura del glicodendrén que contiene 8

moléculas de 4cido sialico en su superficie.

% Roy, R.; Zanini, D.; Meunier, S.J.; Romanowska, A.J. Chen. Commun. 1993, 1869-1872.
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Figura 18. Glicodendrén que contiene 8 unidades de acido sidlico basado en una oligolisina
ramificada.

Este primer trabajo dio lugar a la aparicion de numerosos estudios en este
campo, demostrandose que los glicodendrimeros eran unas herramientas muy utiles
para obtener informacién detallada de la interaccién carbohidrato-proteina a nivel
molecular. Posteriormente, Roy, Tomalia y Baker® prepararon un glicodendrimero
empleando la cuarta generacién del dendrimero comercial PAMAM derivatizado
también con acidos sialicos (Figura 19). Los estudios experimentales realizados 7 vivo
con ratones demostraron la proteccién frente al virus de la gripe. En este caso, el

glicodendrimero no solo mostré un incremento en la afinidad debido a la multivalencia,

3% Reuter, J.D.; Myc, A.; Hayes, M.M.; Gan, Z.; Roy, R.; Qin, D.; Yin, R.; Pichler, L.T.; Esfand,
R.; Tomalia, D.A.; Baker, J.R. Bioconjugate Chem. 1999, 10, 271-278.

22



Introduccion

sino que también facilité la liberacion de acido sialico previniendo el proceso

enzimatico 7 vivo y disminuyendo la citotoxicidad.’”

HO O%H (eleley
G H H
— 078 N\[(N Al
o o s
Figura 19. 4* generacién del dendrimero PAMAM conjugado con 4acido sialico.

Otro ejemplo interesante lo constituyen los glicodendtimeros que presentan
miméticos de GM1. La parte oligosacaridica del gangliésido GM1 (8Gall-3BGalNAc1-
4[aSia2-3]-BGall-4Glc) (Figura 20) es responsable de la adhesion de la toxina del colera

a la superficie de las células del intestino, siendo esta interacciéon crucial para que se
desarrolle la enfermedad. Dendrimeros basados en PPl y PAMAM han sido
funcionalizados con el oligosacarido GM1 mostrando propiedades de inhibicion 1000
veces supetior a la del oligosacarido monovalente.’ Ademas, este oligosacarido se ha
unido a otro tipo de estructura dendrimérica mas asequible como el acido 3,5-bis-(2-
aminoetoxi)benzoico. La afinidad mostrada por este tetramero con respecto al

mondmero libre también supone una mejora muy significativa de la actividad.

on " on OH
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HO%O%O OH OH
OH NAc o o
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Ol oH
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Figura 20. Estructura oligosacaridica del gangliésido GM1.

37 Landers, J.J.; Cao, Z.; Lee, 1; Piehler, L.T.; Myc, P.P.; Myc, A.; Hamouda, T.; Galecki, A.T';
Baker, J.R. J. Infect. Dis. 2002, 186, 1222-1230.

3 Thompson, ].P.; Schengrund, C.I.. Glcoconjugate J. 1997, 14, 837-845.

¥ Arosio, D.; Vrasidas, I.; Valentini, P.; Liskamp, R.M.; Pieters, R.].; Bernardi, A. Org. Biomol.
Chem. 2004, 2, 2113-2124.
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También podemos encontrar en la bibliografia una serie de dendrimeros
funcionalizados con manosas que han sido empleados fundamentalmente como
inhibidores de lectinas.?’-31:40 Por ejemplo, dendrimeros basados en PAMAM (Figura
21) y el 4cido 3,5-bis-(2-aminoetoxi)benzoico han sido preparados para evaluar su
capacidad de inhibiciéon frente a las bacterias uropatdgenas de E. c/. Todos los
compuestos multivalentes preparados mostraron una mayor afinidad que la que

presentaba el monémero de manosa libre.#!

HO— oH
HO
O~N \n/\o/\n/ N
o o

16

Figura 21. Dendrimero PAMAM de 2* generacién funcionalizado con manosa.

Otra de las aplicaciones de los glicodendtimeros se enmarca en la erradicacion
de tumores por activaciéon de la respuesta inmune. Lindhorst y colaboradores*
desarrollaron dendrimeros octavalentes de PAMAM funcionalizados con residuos de
N-acetilglucosamina los cuales presentaban una alta afinidad 7z vitro por el receptor
NKP-1 (receptor de Natural killer-protein 1). Estos autores inocularon células de
melanona en ratones y emplearon diferentes protocolos de administracion del
glicodendrimero, demostrando efectos positivos significativos tanto en la supervivencia
del animal como en la inhibicién del crecimiento del tumor. Este trabajo puso de
manifiesto que el empleo de neoglicoconjugados puede estimular una respuesta inmune

antitumoral.

27 Pagé, D.; Roy, R. Bioconjugate Chem. 1997, 8, 714-723.

31 Ashton, P.R.;; Hounsell, E.F.; Jayaraman, N.; Nielsen, T.M.; Spencer, N.; Stoddart, J.F,;
Young, M. J. Org. Chem. 1998, 63, 3429-3437.

40 Mangold, S.L.; Cloninger, M.]. Org. Biomol. Chem. 2006, 4, 2458-2465.

4 Appeldoorn, C.C.M.; Joosten, J.A.; Ait el Maate, F.; Dobrindt, U.; Hacker, J.; Liskamp, R.M.J;
Khan, A.S.; Pieters, R.J. Tetrabedron: Asymm. 2005, 16, 361-372.

4 Vannucci, L.; Fiserova, A.; Sadalapure, K.; Lindhorst, T.K.; Kuldova, M.; Rossmann, P
Horvath, O.; Kren, V.; Krist, P; Bezouska, K.; Luptovcova, M.; Mosca, F.; Pospisil, M. Int. ].
Oncol. 2003, 23, 285-296.
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Como se menciond al comienzo de este capitulo, las interacciones proteina-
carbohidrato son de gran importancia en un elevado nimero de procesos biol6gicos,
entre ellos la respuesta inmune. En este campo particular existen ya descritos algunos
ejemplos significativos de aplicacién de sistemas multivalentes de carbohidratos de tipo
dendrimérico. Antes de describir estos ejemplos comentaremos brevemente como se
genera una respuesta inmune y sobre todo el papel de un receptor denominado DC-
SIGN en dicho proceso. Este receptor ha sido objeto de estudio en nuestro grupo de
investigacion y es también el receptor utilizado en el trabajo que se describe en esta

memoria.

1.5. Respuesta inmune y células dendriticas.

El sistema inmunolégico es un sistema biologico de defensa responsable de
proteger al organismo frente a sustancias extrafias ya sean productos quimicos,
microorganismos, tumores, etc. Este sistema estd constituido por un entramado
complejo de células y moléculas especializadas que interaccionan con los agentes
extraflos (exégenos) para generar una respuesta selectiva, neutralizando dicho agente.
Existen dos tipos diferentes de respuesta a la invasion de agentes patdgenos; la
respuesta innata (inespecifica) que ocurre al mismo tiempo que el agente patégeno es
encontrado, y la respuesta adquirida (especifica) que aumenta con la exposicion

repetitiva de dicho agente.

La respuesta inmune especifica se caracteriza porque requiere un complicado
mecanismo de proliferaciéon de antigenos especificos B y células T (se entiende por
antigeno toda sustancia con capacidad para generar una respuesta inmune, es decir, que
posee capacidad de ser reconocida como extrafia por el sistema inmune). Esta respuesta
puede ser de dos tipos: celular y humoral. En general se considera que cuando las
células implicadas son los linfocitos B, se trata de una respuesta tipo humoral mientras

que cuando participan prioritariamente las células T, se trata de una respuesta tipo

4 Male, D.; Brostoff, J.; Roth, D.B.; Roitt. 1. Inmunologia Harcourt Brace and company, 7* ed,
2007.
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celular. La respuesta inmune de tipo celular cubre una importante funcién como
mecanismo inmunolégico de defensa, actuando principalmente frente a virus, as{ como
evitando la aparicién y desarrollo de células tumorales. En la respuesta inmune de tipo
humoral el antigeno es reconocido a través de las inmunoglobulinas de membrana. Sin
embargo, este estimulo no es suficiente para que se inicie y desarrolle la respuesta
inmune humoral. Para ello es necesario que los linfocitos B, ademas del estimulo
antigénico, reciban el estimulo de ciertas citocinas producidas por las células T
colaboradoras. Sélo cuando confluyen estos estimulos, el antigénico y el mediado por
las citocinas, se produce la activacién, proliferacion y diferenciacion de los linfocitos B
hasta la formacién de células memoria y células plasmaticas productoras de

inmunoglobulinas, que seran el elemento efector final de la respuesta humoral.

Para que las células T puedan reconocer un antigeno, éste debe ser
debidamente presentado. Esta funcién se realiza por las células presentadoras de
antigenos (APCs) y sus determinantes antigénicos son expuestos en la superficie de

estas células en el seno de las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad

(MHC) (Figura 22).

Antigeno

Figura 22. Presentacion de antigenos mediada por células presentadoras de antigenos (APCs)
mediante la formacién de complejos peptidicos MHC.

Las moléculas del MHC son glicoproteinas presentes en las membranas de la
mayoria de las células nucleadas. Estas moléculas son esencialmente de dos tipos, tipo I
y tipo 1l y tienen entre otras funciones las de presentar el antigeno a los linfocitos asi

como participar en el proceso de maduracién de los linfocitos T en el timo. Las células
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presentadoras de antigenos (APCs) tienen como misién captar, procesar
proteoliticamente en el interior de estas células y después presentar el antigeno a las

células T conjuntamente con las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad.

Las células T expresan en su membrana un receptor para el reconocimiento del
antigeno denominado TCR (receptor de las células T); sin embargo, este receptor no es
capaz de reconocer el antigeno en su totalidad. Para que el antigeno pueda ser
reconocido por las células T, el antigeno tiene que ser degradado y procesado de tal
modo que el determinante reconocido por el receptor de las células T solo es un
pequefio fragmento del antigeno original. Se entiende por procesamiento del antigeno la
degradacion del mismo dando lugar a fragmentos peptidicos, los cuales se uniran al
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) siendo decisivos para activar las células

T.

Las células especializadas del sistema inmunitario, denominadas células
presentadoras de antigenos (APCs), exponen los antigenos a los linfocitos T y
participan por tanto de forma activa, en la generacién de la respuesta frente al
antigeno.** Estas células son altamente especializadas y eficientes en el proceso de
internalizacion de antigenos, bien por fagocitosis o por endocitosis mediada por
receptores. Las células presentadoras de antigenos mas importantes son las
denominadas células dendriticas (DCs) que actian como centinelas en las mucosas
activandose frente a la infeccion de patégenos.® Las células dendriticas son
consideradas como las APCs mas importantes en los tejidos periféricos y 6rganos

linfaticos.46

Estas células presentan una gran variedad de receptores de reconocimiento de

patrones (PRRs) que incluyen Tol-/ike receptors (ILRs),* y lectinas tipo C* que pueden

# Peter, ].D.; Ivan, M. R. New Engl. |. Med. 2000, 343, 37-49.

4 (a) Hart, D. N. J. Blood 1997, 90, 3245-3287. (b) Banchereau, J.; Steinman, R.M. Nazure 1998,
392, 245-252.

4 (a) Théry, C.; Amigoreno, S. Curr. Opin. Inmunol. 2001, 13, 45-51. (b) Mellman, I.; Steinman, R.
M. Cel/ 2001, 706, 255-258.

47 (a) Underhill, D.M.; Ozinsky, A. Curr. Opin. Immunol. 2002, 14, 103-110. (b) Thomas-Uszynski,
S.; Stenger, S.; Takeuchi, O.; Ochoa, M.T.; Mengele, M. Science 2001, 297, 1544-1547.
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reconocer patrones moleculares expresados por patdgenos (Figura 23). Asi por
ejemplo, las lectinas de tipo C reconocen patrones o estructuras oligosacaridicas, los
TLRs pueden reconocer lipidos (lipoproteinas, lipopolisacaridos (LPS)) y acidos

nucleicos.®

Estructura de carbohidratoen un

Patégeno ., ¢ ! i
patégeno o proteinaenddgenao exégena

0 componente patogénico

- f

Q Lectina

Ligg liP0

Internalizaciéony
presentacion de
antigenos

1 Co-estimulacion
y adhesién de
moléculas

Célula
dendritica

1 Produccion de
citbguinas

Figura 23. Receptores de patégenos en una célula dendritica y presentacion de antigenos a
células T mediante el MHC.

Tras este proceso las DCs migran generalmente a través de los vasos linfaticos
hasta alcanzar los nédulos linfaticos donde pueden interaccionar con las células T.
Durante la migracion, las células dendriticas maduran, principalmente por la pérdida de
la mayor parte de sus funciones como células fagociticas, adquiriendo la capacidad de

interaccién y comunicacioén con las células T.

Dentro de los lisosomas de las células dendriticas tiene lugar la digestién de los
patégenos que son internalizados, dando lugar a proteinas menores por la accién de
proteasas, intermedios reactivos de oxigeno y monodxido de nitrégeno. Solamente
algunas de estas proteinas son epitopos estables y son transportados a las superficies

celulares y presentadas a las células T a través de los correspondientes complejos MHC.

48 Weis, W.1.; Taylor, M. E.; Drickamer, K. Immunol. Rev. 1998, 163, 19-34.
4 Janeway, C.A.Jt.; Medzhitov, R. Awnnu. Rev. Immunol. 2002, 20, 197-216.
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La respuesta de las DCs se modula dependiendo del tipo o forma del
microorganismo que es reconocido por diferentes TLRs y lectinas tipo C. Los TLRs
transmiten informacion sobre la interaccion entre las DCs y los patdgenos a través de
cascadas de sefializacién, provocando asi los procesos celulares necesarios para la
maduracion de las células dendriticas y la induccién de citoquinas inflamatorias. 472
Por el contrario, las lectinas tipo C internalizan patdgenos conduciendo a su
degradacion proteolitica y amplificando el procesamiento y presentacion de antigenos
por las células dendriticas.”® Por otra parte, las lectinas tipo C reconocen estructuras de
carbohidratos como glicoproteinas endégenas permitiendo la tolerancia frente a
antigenos propios y mediando en los procesos celulares, tales como la sefializacién,

adhesioén o migracion celular.>0

La principal funcién de las lectinas tipo C expresadas por células dendriticas es
interaccionar con patrones moleculares que son compartidos por un amplio rango de
microorganismos, e internalizar estos microorganismos (patégenos) para el
procesamiento y presentaciéon de antigenos. De este modo, se inicia una respuesta

inmune frente a una gran diversidad de microorganismos.>!

Uno de los receptores de reconocimiento de patogenos fundamentales de esta
familia, expresado en células dendriticas, es la lectina DC-SIGN, que comentaremos en

el siguiente apartado.
1.5.1. DC-SIGN, receptor de estructuras oligosacaridicas.
DC-SIGN  (Dendritic cell-specific ICAM-3 grabbing nonintegrin) también

denominada CD209, es una proteina que no pertenece a la familia de las integrinas y

que reconoce especificamente la molécula de adhesion intercelular-3 (ICAM-3). Esta

50 (a) Figdor, C.G.; van Kooyk, Y.; Adema, G.J. Nat. Rev. Immunol. 2002, 2, 77-84. (b) Engering,
A.; Geijtenbeek, T.B.H.; van Vliet, S.J.; Wijers, M.; van Liempt, E.; Demaurex, N.; Lanzavecchia,
A.; Fransen, J.; Figdor, C.G.; Piquet, V.; van Kooyk, Y. J. Inmunol. 2002, 168, 2118-2126.

51 (a) Drickamer, K. Curr. Opin. Struct. Biol. 1995, 5, 612-616. (b) Kato, M.; T.K. Neil; D.B.
Fearnley.; A.D. McLellan.; S. Vuckovic.; D.N.H. Int. Inmunol. 2000, 72, 1511-1519.
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proteina esta presente fundamentalmente en la superficie de las células dendriticas
inmaduras. DC-SIGN, es una proteina transmembrana de tipo 1I que pertenece a la
familia de las lectinas de tipo C (reconocen carbohidratos de forma Ca?* dependiente).
Esta lectina presenta varios dominios bien diferenciados: un pequefio dominio
intracelular en el extremo N-terminal, que estd implicado en procesos de internalizacion
y de sefializacién intracelular; un dominio transmembrana hidrofébico; y un dominio
extracelular (Figura 24). En el dominio extracelular se distinguen dos zonas bien
diferenciadas, una zona denominada cuello constituido por un fragmento peptidico de
23 aminodacidos que se repite 7 veces de forma completa y otra vez mas de forma
incompleta, el cual es responsable de la oligomerizacion de la proteina (DC-SIGN es un
homotetramero).>? En el extremo C-terminal se encuentra el dominio de lectina de tipo
C, o dominio de reconocimiento de carbohidratos (CRD) (Figura 24). El CRD es el
responsable de la interaccién con carbohidratos presentes en glicoproteinas de ligandos
naturales como ICAM-3, ICAM-2 o glicoproteinas de patéogenos como gp120 (VIH),
GP1 (Ebola), etc. DC-SIGN fue descubierta y clonada por primera vez por cientificos
de la compania farmacéutica Bristol Myers Squibb en 1992.53 Pero no fue hasta el afio
2000, cuando el grupo de van Kooyk redescubrié esta proteina y puso de manifiesto el

papel que podtia jugar en el proceso de infeccion del VIH.5

aa 253-404 Reconocimiento de
Dominio lectina tipo C carbohidratos
aa 77-252 ; P
= Oligomerizacién
7.5x (23 aa) 9 et

aa 41-61 Transmembrana «——

aa 1-40 , N-terminal -

- |nternalizacion

Figura 24. Dominios del receptor DC-SIGN.

52 Feinberg, H.; Guo, Y, Mitchel, D.A.; Drickamer, K.; Weis, W.1. J. Biol. Chem. 2005, 280, 1327-
1335.

53 Curtis, B.M.; Scharnowski, S.; Watson, A.]. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1992, 89, 8356-8360.

5 (a) Geijtenbeek, T.B.H.; Torensma, R.; van Vliet, S.J.; van Duijnhoven, G.C.F.; Adema, G.].;
van Kooyk, Y.; Figdor, C.G. Cel/ 2000, 700, 575-585. (b) Geijtenbeck, T.B.H.; Kwon, D.S,;
Torensma, R.; van Vliet, S.J.; van Duijnhoven, G.C.F.; Middel, J.; Cornelissen, I.L.M.H.A,;
Nottet, H.S.L.M.; KewalRamani, V.N.; Littman, D.R.; Figdor, C.G.; van Kooyk, Y. Ce/ 2000,
100, 587-597.
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Van Kooyk y col. demostraron que el VIH podia usar, a través de la interaccién
de la glicoproteina gp120 de la superficie viral con el receptor DC-SIGN, el mecanismo
de defensa descrito anteriormente, como ruta para poder infectar las células T del
sistema inmunitario. Sorprendentemente (no hay una explicacion clara a este hecho),
tras la interaccién con el receptor en las DCs, el virus no es degradado sino que en una
forma perfectamente infectiva viaja junto con las DCs hasta alcanzar los nédulos
linfaticos donde entra en contacto con las células T. En otras palabras, el virus del
SIDA es capaz de “secuestrar” este mecanismo de defensa del organismo para su

propio beneficio y poder alcanzar asi sus células diana (células T) del sistema inmune.

A partir de este descubrimiento, numerosos grupos de investigaciéon han
demostrado que el dominio de reconocimiento de carbohidratos (CRD) de DC-SIGN
interacciona con multitud de proteinas altamente glicosiladas como las presentes en la
superficie de muchos patégenos ademas del VIH. DC-SIGN interacciona con
glicoproteinas de virus (VIH-13 y VIH-2,5 SIV-1,5 Ebola,5” Hepatitis C,5 SARS,

Citomegalovirus®® o Dengue®), bacterias (Helicobacter pylori> Mycobacterium tuberculosis®3),

% Pohlmann, S.; Soilleux, E.J.; Baribaud, F.; Leslie, G.J.; Morris, L.S.; Trowsdale, J.; Lee, B.,
Coleman, N.; Doms, R.W. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2001, 98, 2670-2675.

% Lee, B,; Leslie, G.; Soilleux, E.; O'Doherty, U.; Baik, S.; Levroney, E.; Flummerfelt, K;
Swiggard, W.; Coleman, N.; Malim, M.; Doms, R.-W. J. I7ro/. 2001, 75, 12028-12038.

57 Alvarez, C.P.; Lasala, F.; Carrillo, J.; Mufiiz, O.; Corbi, A.L.; Delgado, R. J. 1Virol. 2002, 76,
6841-6844.

% Péhlmann, S.; Zhang, J.; Baribaud, F.; Chen, Z.; Leslie, G.J.; Lin, G.; Granelli-Piperno, A,
Doms, R. W.; Rice, C.M.; McKeating, J.A. J. I7rol. 2003, 77, 4070-4080.

% Marzi, A.; Gramberg , T.; Simmons, G.; Méller, P.; Rennekamp, A.J.; Krumbiegel, M.; Geier,
M.; Eisemann, J.; Turza, N.; Saunier, B.; Steinkasserer, A.; Becker, S.; Bates, P.; Hofmann, H.;
Pohlmann, S. J. Iirol 2004, 78, 12090-12095.

6 Halary, F.; Amara, A.; Lortat-Jacob, H.; Messetle, M.; Delaunay, T.; Houles, C.; Fieschi, F;
Arenzana-Seisdedos, IF.; Moreau, J. F.; Déchanet-Merville, M.J. Immunity 2002, 17, 653-664.

1 Navarro-Sanchez, E.; Altmeyer, R.; Amara, A.; Schwartz, O.; Fieschi, F.; Vitelizier, J.L,;
Arenzana-Seisdedos, I.; Despres, P. EMBO rep. 2003, 4, 723-728.

02 Bergman, M.P.; Engering, A.; Smits, H.H.; van Vliet, S.].; van Bodegraven, A.A.; Wirth, H.P.;
Kapsenberg, M.L.; Vandenbroucke-Grauls, C.M.; van Kooyk, Y.; Appelmelk, B.J. J. Exp. Med.
2004, 200, 979-990.

63 Tailleux, L.; Schwartz, O.; Herrmann, J.L.; Pivert, E.; Jackson, M.; Amara, A.; Legres, L.;
Dreher, D.; Nicod, L.P.; Gluckman, J.C.; Lagrange, P.H.; Gicquel, B.; Neyrolles, O. J. Exp. Med.
2003, 797,121-127.
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hongos (Candida albicans®®), y parasitos (Schistosoma mansoni,%> Leishmania pifanoi®) entre
otros. Este amplio espectro de patégenos que son reconocidos por DC-SIGN ha
contribuido a que se considere a esta lectina como un receptor universal de

patoégenos.t’

Las glicoproteinas de estos patégenos que son reconocidas por DC-SIGN
contienen, fundamentalmente, estructuras oligosacaridicas que presentan manosas y
fucosas como parte de los N-glicanos unidos al aminoacido Asn presente en diferentes
posiciones de estas glicoproteinas. La estructura de high mannose (Figura 25), constituida
por ManyGIlcNAcz como epitopo principal, se considera como uno de los ligandos que
interaccionan de forma mas fuerte con esta lectina. DC-SIGN reconoce tanto
estructuras ramificadas con un minimo de tres unidades de manosa (trisacaridos del
tipo Man01-3[Man01-6]Man indicado en color azul en la Figura 25) como estructuras
con dos unidades de manosa terminales (disacaridos Man01-2Man indicado en color
rojo en la Figura 25). Ademas, el reconocimiento especifico de diferentes estructuras
oligosacaridicas por DC-SIGN parece que depende del lugar que ocupe el carbohidrato
en la glicoproteina.®® Parece evidente que la disposicion espacial de este “cluster” de
manosas ramificadas presentes en distintos enclaves de la proteina viral es critico en la

interaccién selectiva multivalente con DC-SIGN.

64 Cambi, A.; Gijzen, K.; de Vries, J.M.; Torensma, R.; Joosten, B.; Adema, G.J.; Netea, M.G;
Kullberg, B.J.; Romani, L.; Figdor, C.G. Eur. . Immunol. 2003, 33, 532-538.

% van Die, I; van Vliet, S.J.; Nyame, A.K., Cummings, R.D.; Bank, C.M.; Appelmelk, B,;
Geijtenbeek, T.B.; van Kooyk, Y. Gheobiology 2003, 13, 471-478.

% Colmenares, M.; Puig-Kroger, A.; Pello, O.M.; Corbi, A.L.; Rivas, L. |. Biol. Chem. 2002, 277,
36766-36769.

67 (a) van Kooyk, Y.; Geijtenbeek, T.B. Nat. Rev. Inmunol. 2003, 3, 697-709. (b) Péhlmann, S.;
Baribaud, F.; Doms, R.\X. Trends Immunol. 2001, 22, 643-646.

% Mitchell, D. A.; Fadden, A. J.; Drickamer, K. J. Biol. Chem. 2001, 276, 28939-28945.
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Figura 25. Estructura del oligosacarido high mannose.

La lectina DC-SIGN tiene un dominio intracelular que estd implicado en el
proceso de internalizacién de dicha proteina. Cuando dicho receptor interacciona con
un ligando especifico, se produce un proceso de internalizaciéon que introduce el virus
(patogeno) dentro de la célula dendtitica. Posteriormente, estas células migran hacia los
nédulos linfaticos al mismo tiempo que se van produciendo una serie de procesos
morfolégicos, estructurales y bioquimicos que van a permitit desencadenar una

respuesta inmune frente a dicho patégeno o antigeno.

El descubrimiento de esta nueva lectina implicada en procesos de
inmunoregulacion fue un hecho destacado que tiene un gran interés debido a la
potencial aplicaciéon de esta lectina como diana para el desarrollo de agentes
terapéuticos.®” A continuaciéon se comentaran algunos de los sistemas multivalentes de
carbohidratos que han sido desarrollados para inducir una respuesta inmune mediante

la interaccién con el receptor DC-SIGN.

9 (a) Zhou, T.; Chen, Y.; Hao, L.; Zhang, Y. Cell. Mol. Imnunol. 2006, 3, 279-283. (b) van Kooyk,
Y. Biochem. Soc. Trans. 2008, 36, 1478-1481. (c) den Dunnen, J.; Gringhuis, S.I.; Geijtenbeek,
T.B.H. Cancer Immunol. Immunother. 2009, 58, 1149-1157. (d) Geijtenbeek, T.B.H.; den Dunnen,
J.; Gringhuis, S.I. Future Microbiol. 2009, 4, 879-890. (e) Gringhuis, S.I.; Dunnen, J.; Litjens, M.;
Vlist, M.; Geijtenbeek, T.B.H. Nat. Imnunol. 2010, 70, 1081-1089. (f) Dunnen, J.; Gringhuis, S.I;
Geijtenbeek, T.B.H. Immunol. Lett. 2010, 128, 12-16.
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1.5.2. Activacién de la respuesta inmune por interaccion con el receptor DC-
SIGN.

A finales de los afios 90 se publicaron las primeras evidencias de que epitopos
(o péptidos inmunogénicos) manosilados estimulaban la correspondiente respuesta
inmune por la interacciéon con Receptores de Manosa (MR) de células dendriticas. De
manera simultianea, Pieters” y Koning”' demostraron que proteinas o péptidos
inmunogénicos manosilados inducfan una fuerte estimulacién de células T. Pieters y
colaboradores pusieron de manifiesto que la proteina BSA (albumina de suero bovino)
manosilada (BSA-man) es reconocida por receptores de manosa, internalizindose y
localizandose en compartimentos intracelulares para ser degradada y presentada en
forma de complejos MHC de clase 1I. El reconocimiento de BSA-man a través de
receptores de manosa se incrementé 100 veces con respecto a la BSA no manosilada.
Koning y colaboradores realizaron un estudio complementario empleando diferentes
péptidos antigénicos manosilados y BSA, concluyendo que la manosilacion podia
provocar una mejora de 200-10.000 veces en la actividad por estimulacion de células T.
Estos resultados mostraron por primera vez la potencial aplicaciéon de antigenos

manosilados usando células dendriticas como vehiculos para su presentacion.

Hay algunos ejemplos interesantes previos al descubrimiento de DC-SIGN
como el descrito por Grandjean y colaboradores? en los que un receptor de manosa se
consideraba como via de entrada al interior celular. Estos autores emplearon una
estrategia modular para la unién de manosas y un péptido a una plataforma peptidica
basada en lisinas (Figura 26). Este fue el primer ejemplo que combinaba una
presentacion multivalente de manosas y un péptido antigénico, el cual podria ser usado
para inducir una respuesta inmune mediada por células dendriticas. Estudios de
internalizacién en modelos celulares que presentaban receptores de manosa, de estos

cluster (basados en lisina funcionalizados con manosa, quinina o acido siquimico

0 Engering, A.J.; Cella, M.; Fluitsma, D.; Brockhaus, M.; Hoefsmit, E.C.M.; Lanzavecchia, A.;
Pieters, J. Eur. |. Inmunol. 1997, 27, 2417-2425.

"I'Tan, M.C.A.A.; Mommaas, A.M.; Drijthout, J.W. y col. Eur. . Immunol. 1997, 27, 2426-2435.

72 Grandjean, C.; Rommens, C.; Gras-Masse, H.; Melnyk, O. Angew. Chem. Int. Ed. 2000, 39,
1068-1072.

34



Introduccion

marcados fluorescentemente) mostraron la co-localizaciéon de los compuestos

dendriticos y de los receptores de manosa, asi como el proceso de internalizacién.”

H
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Figura 26. Sintesis de una estructura dendritica manosilada basada en una plataforma peptidica

de lisinas conjugada con un péptido inmunogénico.

Sin embargo, la mayoria de los trabajos descritos estin basados en la
glicosilacion de proteinas antigénicas para ser capturadas por APCs. En todos estos
ejemplos hay una ausencia completa del control sobre el nivel de manosilacién. Uno de
los primeros ejemplos fue descrito por Roche y colaboradores.” Estos autores usaron
BSA conjugada con varias copias (25 unidades) de manosa, fucosa o lactosa (como

control negativo) demostrando la internalizacién y el trafico de estos glicoconjugados

73 Grandjean, C.; Angyalosi, G.; Loing, E.; Adriaenssens, E.: Melnyk, O.; Pancré, V.; Auriault, C.;
Gras-Masse, H. ChemBioChem 2001, 2, T47-757.

"4 Frison, N.; Taylor, M.E.; Soilleux, E.; Bousser, M. T.; Mayer, R.; Monsigny, M.; Drickamer, K;
Roche, A.C. J. Biol. Chem. 2003, 278, 23922-23929.
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tras la interaccion mediada por lectinas tipo C (fundamentalmente receptores de
manosa y DC-SIGN). Por otra parte, estos autores usaron también pequefios péptidos
basados en lisina para conjugar entre 2 y 6 copias de diferentes azicares incluyendo
dimanésidos lineales, Lewis a, Lewis b o lewis x (Figura 27). Los experimentos i vitro
demostraron una endocitosis, dependiente del receptor, de los glicoconjugados
manosilados y fucosilados. Los carbohidratos presentes en estos glicoclusters
modulaban la selectividad de la lectina tipo C. Asf, los glicoconjugados que presentaban
unidades de tipo Manx1,6Man interaccionaban fundamentalmente con receptores de
manosa, mientras que los glicoconjugados de Lewis lo hacian mas selectivamente con el

receptor DC-SIGN.
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Figura 27. Glicodendrén basado en oligolisinas de Mana1,6Man.

Estos estudios fueron completados posteriormente usando un péptido
consistente en 25 aminoacidos del antigeno de un melanoma elongado en su extremo
N-terminal con cuatro lisinas y glicosilado con cuatro copias de Manal,6Man o una
mezcla de Lewis a y Lewis x o bien lactosa como control negativo (Figura 28).7> Las

células dendriticas indujeron una eficiente internalizacién de estos conjugados (con

75 Srinivas, O.; Latrieu, P.; Duvenger, E.; Boccaccio, C.; Bousser, M.T.; Monsigny, M.;
Fonteneau, J.F.; Jotereau, I.; Roche, A.C. Bioconjugate Chem. 2007, 18, 1547-1554.
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excepcion de los lactosil derivados). Mediante el uso de biosensores con deteccién por
Resonancia de Plasmén de Superficie (SPR) se demostré la selectividad del receptor
DC-SIGN por los glicoconjugados del derivado de dimanosa y Lewis x mientras los
receptores de manosa reconocieron fundamentalmente derivados de manosa. Los
glicoconjugados de manosa o de Lewis indujeron una clara activacién de linfocitos

citotoxicos dependiente del complejo MHC clase 1.
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Figura 28. A) Oligosacaridos usados para preparar los glicosintones. B) Aproximacion sintética
en la preparacion de glicosintones. C) Sintesis de glicopéptidos antigénicos.
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Chang y colaboradores™ han descrito un método directo basado en la sintesis
en fase solida para preparar dendrones de polilisina manosilados. La 4* generacién, que
presentaba 16 copias de manosa en su supetficie, fue marcado fluorescentemente
(Figura 29) y se evalué el proceso de internalizacion via endocitosis. Mediante
microscopia confocal pudo observarse que el glicodendrimero se acumulé dentro de
vesiculas en las células dendriticas. La internalizacién a través de receptores de manosa

fue demostrada mediante el empleo de controles negativos.
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Figura 29. Dendrén monodisperso de 4* generacion basado en polilisina con 16 manosas.

Frisch y colaboradores” realizaron una aproximacién multivalente que
implicaba la utilizacién de mono, di, y tetramanosil derivados de moléculas anfifilicas
que contenfa una cola lipofilica (Figura 30). Estos fueron anclados dentro de liposomas

preparados mediante una combinacién de fosfolipidos y colesterol.

La internalizacion en células dendriticas fue evaluada usando liposomas

fluorescentes. El contenido de manosa de estos liposomas resulté jugar un papel muy

76 Kantchev, E.A.B.; Chang, C.C; Cheng, S.F.; Roche, A.C.; Chang, D.K. Org. Biomol. Chem.
2008, 6, 1377-1385.

7 Espuelas, S.; Thumann, C.; Heurtault, B.; Schuber, F.; Frisch, B. Bioconjugate Chem. 2008, 19,
2385-2393.

38



Introduccion

importante en el proceso de internalizacién. Este hecho confirmé la necesidad de una
presentacion multivalente de manosas para el disefio de sistemas que utilizan como
diana las células dendriticas. El reconocimiento de liposomas manosilados fue inhibido
por manano, demostrando una endocitosis via receptores especificos de manosa. Por
tanto, estos liposomas manosilados podrian ser considerados como unos vehiculos
apropiados para la presentacién y liberacion de farmacos o antigenos en células
dendriticas. Esta estrategia podria ser aprovechada una respuesta inmune que podria

emplearse para el desarrollo de vacunas.
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Figura 30. Mono, di y tetramanosilderivados usados para preparar liposomas.

Hacohen y colaboradores™ han modificado ovalbumina (OVA) con una
seleccion de oligosacaridos dirigidos a la diana DC-SIGN en DCs para la presentacién
de antigenos y con la posibilidad de modular la sefializacion de células dendriticas.
OVA fue funcionalizado con un grupo maleimida posteriormente acoplado a una
baterfa de oligosacaridos (Figura 31) que presentaban un espaciador en la posicion

anomérica con un grupo tiol.

78 Adams, E.W.; Ratner, D.M.; Seeberger, P.H.; Hacohen, N. ChemBioChen 2008, 9, 294-303.
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Figura 31. Analogos del oligosacarido high-mannose sintetizados para funcionalizar OVA.

Las células dendriticas fueron incubadas con Man9-OVA y se observé un
incremento de 10 veces en la presentacion de complejo MHC clase I en comparacion
con el uso de OVA sin glicosilar. También, fue necesario incrementar la concentracion
de OVA para lograr la misma proliferacion de células T obtenida con Man9-OVA. Este
efecto fue totalmente dependiente del carbohidrato empleado. El derivado de galactosa
(Gal-OVA) no fue capaz de producir ningun efecto en comparaciéon con OVA o OVA
manosilado induciendo un efecto muy débil. Las células empleadas para este estudio no
expresaban receptores de manosa como se comprob6 por el uso del anticuerpo
correspondiente. Sin embargo, estudios 7 wivo mostraron una disminucién de la
actividad de Man9-OVA debido probablemente a la interferencia de otros receptores de
manosa presentes en la superficie de diferentes tipos de células como macréfagos. La
combinaciéon de Man9-OVA con Man-BSA, saturé otros receptores de manosa,
provocando un efecto positivo en la captura de células dendriticas de estos antigenos

manosilados de OVA.
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Los problemas de selectividad encontrados para interaccionar de forma
exclusiva con la diana DC-SIGN fueron solventados mediante el empleo de
glicoconjugados del trisacarido Lewis x. En 2007, Wu y colaboradores™ prepararon un
conjugado Lewis x-OVA que presentaba multiples copias de este oligosacarido. La
internalizacién de este conjugado via DC-SIGN fue confirmada mediante microcopia
confocal. Dicho glicoconjugado, produjo un incremento de 300 veces en la respuesta
inmune mediada por células T empleando como diana el receptor DC-SIGN. Una
combinacién de LPS con Lewis x-OVA dio lugar a la secrecién de 1L-10. Este efecto
fue muy dependiente de la multivalencia ya que el monémero de Lewis x no fue capaz

de producir el mismo efecto en presencia de LPS.

Van Kooyk y colaboradorest? han empleado un ratén transgénico que presenta
el receptor DC-SIGN humano como modelo para evaluar iz vivo la respuesta inmune
inducida a través de dicho receptor. Estos autores prepararon dos nuevos
neoglicoconjugados de OVA empleando Lewis x y Lewis b. Estos neoglicoconjugados
indyjeron un incremento de 7-10 veces la proliferacién de células T CD4+ y un
incremento de 2 veces en las CD8+. De nuevo, se observo la no maduraciéon de DCs y

el efecto fue debido a la mejora en el reconocimiento y presentacién de antigenos.

Todos estos ejemplos estan basados en la glicosilacion directa de proteinas
inmunogénicas, OVA en la mayoria de los casos. Aunque esta estrategia es apropiada
para inducir una respuesta inmune mediada por DC-SIGN, la manipulacién de
proteinas podria ocasionar serios problemas para inducir la respuesta adecuada debido a
la presentaciéon y accesibilidad diferente de los correspondientes antigenos. En este
contexto, Pietersz y colaboradores®! han descrito recientemente un nuevo sistema que
combina un glicodendrimero y OVA. Para ello glicosilaron el dendrimero PAMAM

comercial y el glicodendrimero resultante fue conjugado a OVA (Figura 32). A cada

7 Wang, J.; Zhang, Y.; Wei, J; Zhang, X.; Zhang, B.; Zhu, Z.; Zou, W.; Wang, Y; Mou, Z; Ni,
B, Wu, Y. Immunology 2007, 121, 174-182.

80 Singh, S.K.; Stephani, |.; Schaefer, M.; Kalay, H.; Garcia-Vallejo, J.J.; den Haan, J.; Saeland, E.;
Sparwasser, T; van Kooyk. Y. Mol. Tmmunol. 2009, 47, 164-174.

81 Sheng, K.C.; Kalkanidis, M.; Pouniotis, D.S.; Esapron, S.; Tang, C.K.; Apostolopoulos, V.;
Pietersz, G.A. Eur. . Immunol. 2008, 38, 424-436.
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molécula de OVA se le unieron de dos a cuatro glicodendrimeros y el numero de
manosas unidas a PAMAM oscil6 entre 8 y 20. Este sistema interaccioné con células
dendriticas y fue internalizado localizandose en los compartimentos liposomiales, como
se observé mediante microcopia confocal. Ademads, también pudo detectarse una
moderada maduracién de las células dendriticas tras la internalizaciéon. Esto permitié
una presentaciéon de OVA como MHC I y MHC II provocando una fuerte respuesta

mediada por células T en comparacién con la respuesta encontrada utilizando OVA sin

conjugar.
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Figura 32. Funcionalizacién de PAMAM con manosa y OVA.

Muy recientemente, Rendle y col.®2 han preparado un dendrén basado en
lisinas funcionalizadas con manosil detivados para ser empleado como ligando del
receptor DC-SIGN (Figura 33). Los derivados sacaridicos fueron conjugados mediante
enlaces amida empleando N-hidroxisuccinimida (NHS) y diisopropiletilamina (DIEA).
Los dendrones mono, di y tetramandsidos fueron usados y evaluados para activar
células dendriticas de médula espinal en ratones. Todos estos compuestos indujeron un

cambio significativo en la expresién de células dendriticas maduras. Mediante estos

82 Greatrex, B.W.; Brodie, S.J.; Furneaux, R.H; Hook, S.M.; McBurney, W.T.; Painter, G.F,;
Rades, T.; Rendle, P.M.Tetrahedron 2009, 65, 2939-2950.
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estudios se pudo determinar que los derivados manosilados sin ningin adyuvante
(sustancia que administrada con un antigeno modifica o aumenta la respuesta inmune)

no son capaces de inducir ninguna activacién de células dendriticas.
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Figura 33. Dendrones manosilados basados en plataformas de polilisina.

A la vista de todo el trabajo desarrollado alrededor del receptor DC-SIGN se
demuestra la relevancia de esta lectina como diana para el disefio de agentes
terapéuticos. El uso de herramientas como los sistemas multivalentes de carbohidratos
esta permitiendo el estudio del reconocimiento e internalizacién de moléculas a través
del receptor DC-SIGN en células dendriticas. Estos trabajos ponen de manifiesto la
posibilidad de utilizar este receptor tanto para inhibir procesos de infeccion como para

interferir y modular la respuesta inmune.
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Antecedentes y objetivos

2. Antecedentes y objetivos.

2.1. Antecedentes del Grupo de Investigacion.

Anteriormente al trabajo desarrollado en la presente memoria, en nuestro
grupo de investigacion se habfan preparado polimeros glicodendriticos de manosa
uniendo unidades de este carbohidrato a una estructura polimérica comercial altamente
ramificada a través de un espaciador. Hstos polimeros denominados Boltorn estin
basados en el 4dcido 2,2-bis-(hidroximetil)propiénico como unidad de crecimiento y en
el 2,2-bisthidroximetil)-1,3-propanodiol o pentaeritritol como ntcleo central de
crecimiento. Existen diferentes generaciones de este polimero dendritico que se
encuentran disponibles comercialmente, lo que ha permitido acceder a diversos
polimeros con un numero diferente de grupos hidroxilo en la superficie para ser
funcionalizados: segunda generaciéon (2G), Boltorn H20 (16 OH); tercera generacién
(3G), Boltorn H30 (32 OH); y cuarta generacién (4 G), Boltorn H40 (64 OH) (Figura
34).
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O {ou}32

BH20 BH30

Figura 34. Polimeros dendriticos Boltorn de segunda (BH20) y tercera (BH30) generacion.

Estos polimeros comerciales se han utilizado fundamentalmente en la industria
como aditivos en pinturas y como supetficies protectoras para plasticos. Sélo se habia
descrito una excepcion a estas aplicaciones, su uso como soportte solido para la sintesis
de oligosacaridos en disolucién.®? Dichos sistemas nunca habian sido considerados
como soporte para una presentaciéon multivalente de ligandos con importancia

biolégica.

En nuestro grupo de investigacion se ha trabajado fundamentalmente con los
polimeros de segunda (BH20) y tercera (BH30) generacién. Para la preparacién de los
sistemas multivalente basados en los polimeros Boltorn se activo, en primer lugar, la
supetficie de dichos polimeros mediante la introduccién de grupos carboxilo. Este paso
proporcioné un soporte dendritico funcionalizado con 4cidos carboxilico terminales
que permitié, en una segunda etapa, la introduccién de glicoconjugados a través de la

formacién de un enlace amida, como se indica en el Esquema 1.

8 Kantchev, A.S.; Parquette, J. R.; Tetrabedron Lert. 1999, 40, 8049-8053.
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Esquema 1. Preparaciéon de los sistemas dendriticos BH20sucl., BH20sucMan, BH30sucL y
BH30sucMan.

Como primera aproximacién se habia utilizado como aztcar un monosacarido,
la a-D-manopiranosa. Para poder unir el azicar al soporte multivalente fue necesario
funcionalizar dicha manosa en la posicién anomérica con un espaciador que presentara

un grupo amino terminal (compuesto 17) como se representa en el Esquema 1.

Una vez preparados estos compuestos, se evalué su solubilidad en medios
fisiolégicos y su toxicidad frente a diferentes lineas celulares demostrandose su
viabilidad para aplicaciones bioldgicas.®#* También se confirmé que las unidades de
manosa presentes en la superficie del polimero dendritico Boltorn eran reconocidas por
una lectina modelo (Lens Culinaris), que reconoce manosa y ademas, este proceso de
reconocimiento transcurria de forma multivalente, formandose agregados que

precipitaban en el medio de reaccion.8*

Los primeros estudios biolégicos que se realizaron con estos sistemas
multivalentes fueron los experimentos de inhibicion de la interaccion del receptor DC-
SIGN con la glicoproteina GP1 del virus del Fbola.85 Estos experimentos se realizaron
en el Hospital 12 de Octubre de Madrid en colaboracién con el doctor Rafael Delgado.
En estos experimentos se utilizaron células Jurkat capaces de expresar DC-SIGN de
forma estable y se determiné la cantidad de proteina GP1 unida al receptor en presencia

y en ausencia de los inhibidores glicodendriticos, mediante la utilizacién de anticuerpos

84 Arce, E.; Nieto, P.M.; Diaz, V.; Garcia-Castro, R.; Bernad, A.; Rojo, J. Bioconjugate Chenr., 2003,
14, 817—823.

8 (a) Lasala, F.; Arce, E.; Otero, ].R.; Rojo, J.; Delgado, R. Antimicrob. Agents Chemother. 2003, 47,
3970-3972. (b) Rojo, J.; Delgado, R. J. Antimicrob. Chemother. 2004, 54, 579-581.
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marcados fluorescentemente. En este experimento se demostré que al menos la 3*
generacion con 32 manosas en la superficie (BH30sucMan) inhibia la interaccion entre

DC-SIGN y GP1.

Posteriormente, se realizaron experimentos de inhibicién de la infeccion en cis
(directa) y en trans (a través de un intermedio) con un modelo artificial del virus del
Ebola. Los resultados obtenidos indicaban que los controles BH20sucl., BH30sucl.
producian una pequefa disminucién de la infeccién atribuida a interacciones no
selectivas de estos compuestos con la superficie celular. En el caso de BH20sucMan
también se observé una pequefia disminucién de la infecciéon. Por el contrario, cuando
se us6 BH30sucMan como inhibidor se observé una disminuciéon de la infecciéon muy
significativa, calculandose un ICso de 0.3 uM (Figura 35). También se llevaron a cabo
experimentos con el sistema monovalente O-metil-o-D-manopiranosido (ManOMe)
observandose un ICso del orden 1 mM. Estos resultados indicaban que pasar de un
sistema monovalente (ManOMe), al sistema multivalente con 32 manosas
(BH30sucMan) suponia un incremento de la actividad de 3000 veces, lo que puso de

relieve un claro efecto multivalente.

100 A
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80 1 & BH20sucL
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3 60 - BH30sucL
Q BH20sucMan
£
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20 1

O i i T T T T
0 10° 10 107 10 10°% 10+
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Figura 35. Resultados de inhibicién de la infeccion en cis.
Posteriormente, se realizaron los experimentos de infeccién en #rans. Este es un

experimento mas complicado donde una de las lineas celulares (K562 que expresa DC-

SIGN) actia como transportadora del patégeno a una segunda linea celular (Hel.a)
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donde se produce la infeccion. En ausencia de inhibidor se observé una infeccion en las
células Hela correspondiente al 100%. El mismo valor se obtuvo con el dendrimero
control BH30sucL. Sin embargo, el compuesto BH30sucMan dio lugar de nuevo a una
clara inhibicién en el proceso de infeccion en trans de forma similar a como lo hizo e

cis.

Ademas de estos estudios, también se llevaron a cabo estudios de interaccién
de sistemas glicodendriticos con DC-SIGN utilizando biosensores con deteccién por
Resonancia del Plasmén de Superficie (SPR). Para llevar a cabo estos experimentos se
utilizaron dos modelos diferentes de la lectina DC-SIGN: el dominio de
reconocimiento de carbohidratos (CDR) monomérico y el dominio extracelular (ECD)
soluble tetramérico. Estos dos modelos permitieron estudiar el papel de la multivalencia
desde el punto de vista del receptor, debido a que el CRD posee tnicamente un centro
de reconocimiento de carbohidratos mientras que el ECD posee cuatro centros de
reconocimiento, pudiendo dar lugar a interacciones multivalentes. Las proteinas (CRD
y ECD de DC-SIGN) utilizadas en estos estudios se obtuvieron por sobreexpresion de

los correspondientes plasmidos en E. /i en el laboratorio del Prof. Franck Fieschi.®

En los experimentos se SPR se utilizaron tres tipos diferentes de superficies
con las dos proteinas (Figura 36). Asi, en este estudio se pudo observar que las
estructuras dendriticas control (BH20sucl. y BH30sucl) no presentaban una
interaccién apreciable con ninguna de las tres superficies, esto mismo fue observado
con el polimero dendritico de segunda generacion con 16 manosas (BH20sucMan). Sin
embargo, el compuesto dendritico con 32 manosas (BH30sucMan) interaccioné de
forma clara con la superficie ECD de alta densidad.8¢ Este dato demostré que la alta
densidad y la proximidad entre dominios de CRD eran esenciales para que tuviera lugar

una interaccion multivalente.

6 Halary, F.; Amara, A.; Lortat-Jacob, H.; Messetle, M.; Delaunay, T.; Houles, C.; Fieschi, F;
Arenzana-Seisdedos, F.; Moreau, J. F.; Déchanet-Merville, M.]. Immunity 2002, 17, 653-664.

8 Tabarini, G.; Reina, J. J.; Ebel, C.; Vivés, C.; Lortar-Jacob, H.; Rojo, ].; Fieschi, F. FEBS Lest.
2006, 580, 2402-2408.
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Figura 36. A) Representacién esquematica de las tres superficies funcionalizadas
interaccionando con BH30sucMan; B) Sensograma del proceso de interaccién de BH30sucMan

con las tres superficies.

Posteriormente, se empled la superficie de alta densidad ECD-HD vy diferentes
concentraciones de BH30sucMan para la obtencién de los sensogramas (Figura 37) a
partir de los cuales se pudo deducir que dicha interacciéon era estable y ademas se

obtuvo una constante de afinidad aparente del orden submicromolar.
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Figura 37. Sensogramas de la interaccion DC-SIGN con BH30sucMan a diferentes
concentraciones.

El posterior estudio de la interaccién de DC-SIGN con la glicoproteina viral
gp120 del VIH en competicién con los compuestos glicodendriticos preparados puso
en evidencia que los compuestos dendriticos BH30sucl, BH20sucLL y BH20sucMan no
eran capaces de inhibir la asociacion entre el receptor DC-SIGN y gp120 (Figura 38B)
mientras que el compuesto BH30sucMan (Figura 38A) era capaz de inhibir dicha

interaccion con una ICsy de 50 uM.
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Figura 38. Inhibicién de la interaccion DC-SIGN/gp120 usando una supetficie de ECD de alta
densidad. A) BH30sucMan; B) BH30sucL a las siguientes concentraciones 0, 7.5, 14, 28, 57, 85,
128 uM.

Estos experimentos permitieron estudiar en detalle la interacciéon de las
estructuras glicodendriticas con una superficie funcionalizada con DC-SIGN
demostrandose que para observar una fuerte interaccién se requerfa al menos 32
manosas y una superficie con una alta densidad de DC-SIGN. También se confirmé

que la interaccién era calcio y carbohidrato dependiente.

A la vista de los resultados obtenidos en nuestro grupo de investigacién se
deduce que, la tercera generaciéon del polimero dendritico Boltorn presenta una
estructura y tamafio adecuado para interaccionar con el receptor DC-SIGN y es una

buena plataforma para el disefio de sistemas multivalentes de carbohidratos.

2.2. Obijetivos.

El objetivo fundamental del trabajo que se presenta es la preparacion de
sistemas glicodendriticos como vehiculos para internalizar de forma selectiva moléculas
de interés biologico en dianas celulares. Para ello utilizaremos la capacidad del receptor
DC-SIGN para internalizar compuestos en las células dendriticas mediante el
reconocimiento de carbohidratos, fundamentalmente manosas. Para alcanzar este
objetivo general se plantearon los siguientes objetivos especificos como parte del

trabajo de la presente Memoria:
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1. Preparacién de sistemas multivalentes que presenten carbohidratos y una posicion
funcionalizada de forma diferente que nos permita la posterior conjugaciéon de
moléculas de interés bioldgico.

2. Analisis de la interaccién con el receptor DC-SIGN utilizando biosensores con
deteccién de Resonancia del Plasmoén de Superficie de los sistemas glicodendriticos
preparados.

3. Estudios de internalizacion de los sistemas glicodendriticos preparados.

4. Estudios de conjugacioén con biomoléculas.
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Sintesis de glicodendrones basados en el dcido 2,2-bis-(hidroximetil)propidnico

3. Sintesis de glicodendrones basados en el acido bis-MPA.

Los resultados obtenidos previamente en nuestro laboratorio, que se han
comentado en el capitulo de antecedentes, indican que al menos la tercera generacion
del polimero dendritico Boltorn funcionalizado con 32 manosas presenta una estructura
y tamafio adecuado para interaccionar con el receptor DC-SIGN. Sin embargo, éste es
un polimero polidisperso que, aunque comercial y barato, presenta como principal
inconveniente el ser una mezcla de compuestos, lo que puede dificultar la
reproducibilidad e interpretacién de los resultados obtenidos. Con la idea de poder
aplicar estos sistemas como transportadores selectivos de moléculas biologicas al
interior celular dependientes del receptor DC-SIGN, nos planteamos llevar a cabo la
sintesis del dendrimero monodisperso Boltorn de tercera generacién, pero bloqueando
una de las posiciones del nicleo de crecimiento. Esto permitirfa obtener el dendrén
correspondiente con una posicion de crecimiento diferenciada que se usaria
posteriormente para introducir diferentes tipos de moléculas. Para abordar esta sintesis

serfa necesaria la preparaciéon de sistemas monodispersos con una estructura bien

definida.
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En este sentido, decidimos abordar esta sintesis usando como mondémero de
crecimiento el acido 2,2-bis(hidroximetil) propionico o bis-MPA, que es el mismo que

se emplea para preparar el polimero dendritico Boltorn.

En la bibliografia hay descritos diferentes ejemplos que usan este acido como

unidad de crecimiento para generar dendrimeros y que comentaremos a continuacion.

La primera sintesis monodispersa de dendrimeros basados en el acido 2,2-
bis(hidroximethil)propionico (bis-MPA) fue descrita por lhre y colaboradores®” a
mediados de los afios 90. Mediante una sintesis convergente sintetizaron dendrimeros
de primera a cuarta generacién empleando como nucleo de crecimiento la molécula de
1,1,1,-tris(hidroxifenil)etano con estructura de poliésteres, que presentaban como
funcién terminal grupos acetatos. La aproximacién utilizada consistié en la preparacion
de dendrones de 1* a 4* generacion los cuales fueron posteriormente unidos al nicleo a
través de un enlace éster, utilizando el cloruro de acido presente en la posicion focal de

dichos dendrones (Esquema 2).

87Thre, H.; Hult, A. J. Am. Chem. Soc. 1996, 118, 6388-6395.
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Esquema 2. Primera sintesis monodispersa descrita de dendrones basados en el acido bis-

MPA.

En 1998, estos mismos autores pusieron de manifiesto que esta sintesis no

resultaba demasiado versatil ya que la desproteccion de los grupos acetato de los

hidroxilos terminales del dendrimero producia la ruptura de la estructura de poliéster.5

Asi, propusieron la sintesis convergente del mismo dendrimero de cuarta generacion

pero empleando el 4cido isopropilidenacetal del bis-MPA como unidad de crecimiento.

Los dendrones de cuarta generacién asi generados serfan unidos posteriormente a

través de su posicion focal al nucleo.®® Esta nueva ruta sintética permitié la

desproteccion selectiva de los grupos hidroxilo terminales mediante el uso de una resina

acida.

8 Thre, H.; Hult, A.; Fréchet, J.M.].; Gitsov, 1. Macromolecules 1998, 31, 4061-4068.
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Esquema 3. Sintesis convergente de un dendrimero de 4* generaciéon empleando el

isopropilidenacetal del bis-MPA como agente acilante.

En 2001 se describe la primera sintesis divergente de dendrimeros basados en
el bis-MPA empleando como agente acilante el anhidrido del acido benciliden-2,2-bis-
(hidroximetil)propionico.®” Esta nueva sintesis plantea una ruta alternativa que solventa
los problemas detectados en el caso de emplear como agente acilante el 4cido
isopropilidenacetal del bis-MPA. En aquel caso el empleo de N,N-
diciclohexilcarbodiimida (DCC) como agente de acoplamiento producia una
disminucién del rendimiento de las reacciones a medida que aumenta la generacion del
dendrimero. Esto era debido a la disminucién de la solubilidad de los compuestos (gran

numero de grupos hidroxilo en su superficie), efectos estéricos, pérdida de dendrones

8 Thre, H.; Padilla, O. L.; Fréchet, J.M.J. J. Am. Chem. Soc. 2001, 7123, 5908-5917.
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por su uso en exceso y formacién de subproductos (IN-acilurea).”® El empleo del
anhfdrido del 4cido 2,2-bis-(hidroximetil)propiénico como agente acilante para la
sintesis de dendrimeros con estructura de poliéster presenta como principales ventajas
el empleo de bajas temperaturas de esterificacién, tiempos cortos de reaccion, facil

manipulacién de los crudos de reaccién y altos rendimientos.
OH OH
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(J !
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Esquema 4. Sintesis divergente de dendrimeros de 4 generaciéon empleando el anhidrido del
acido benciliden-2,2-bis-(hidroximetil)propiénico como agente acilante.

% Mootre, ].S.; Stupp, S.1. Macromolecules 1990, 23, 65-77.
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Posteriormente Malkoch y colaboradores,’! emplearon como agente acilante el
anhfdrido del acido isopropiliden-2,2-bis-(hidroximetil)propiénico para realizar la
sintesis divergente de dendrones cuyo punto focal presentaba distintos grupos
funcionales los cuales eran sensibles a la hidrogenolisis. Estos autores, utilizan la misma
estrategia de crecimiento que la empleada en el caso del anhidrido del acido benciliden-
2,2-bis-(hidroximetil)propionico y la posterior desproteccion de los grupos

isopropilidenacetal es llevada a cabo mediante el empleo de una resina acida.

Mas adelante, en 2005, Sharpless y colaboradores®? describieron la primera
sintesis de glicodendrones a partir de este tipo de estructuras. Para ello, sintetizaron
dendrones de 17 a 4" generacién y funcionalizaron los grupos hidroxilo de su superficie
con el anhidrido del 4cido 4-pentindico. De este modo, mediante el uso de una reacciéon
de cicloadicion 1,3 dipolar se introducfa en la superficie de los distintos dendrones el
monosacarido 2-azidoetil-a-D-manopirandsido. En este ejemplo particulat, la posicion
focal del dendrén se funcionaliz6 con diferentes cumarinas lo que condujo a
“compuestos duales” que combinaban reconocimiento con deteccion, es decir, en una
misma molécula, contaban con un grupo que facilitaba su deteccién, un fluoréforo en
este caso, y grupos que eran especificos para un receptor, en este caso los
carbohidratos. Estas propiedades hacian de estos sistemas modelos muy interesantes
para la identificacién de diferentes procesos que transcurrfan via interaccion
multivalente. En la siguiente figura se recoge la estructura de uno de los glicodendrones

preparados.

91 Malkoch, M.; Malmstrom, E.; Hult, A. Macromolecules 2002, 35, 8307-8314.
92 Malkoch, M. ; Hunt, ].N.; Vestberg, R. ; Katgrad, E.; Finn, M.G.; Fokin, V.V.; Shatpless, K.B.;
Hawker, C.J. Chem. Commun. 2005, 43, 5775.
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Figura 39. Estructura del primer glicodendrén descrito basado en el 4cido bis-MPA.

3.1. Sintesis divergente de dendrones basados en el acido 2,2-bis-
(hidroximetil)propidénico empleando como niicleo TRIS.

3.1.1. Sintesis del soporte dendritico.

Como primera aproximacién, para realizar la sintesis de los dendrones
utilizando una metodologfa divergente se empleé como nucleo de crecimiento el
trishidroximetilaminometano o TRIS (1) (Esquema 5). Este nucleo presenta una
posicion diferenciada, el grupo amino, que sera protegido durante la sintesis y
posteriormente sera utilizado para introducir diferentes moléculas de interés biologico.
Para la preparacién de las diferentes generaciones del dendrén se ha utilizado como
unidad de crecimiento el anhidrido del acido 2,2-bis-(hidroximetil)propionico (5). En el
Esquema 5 se muestra el esquema retrosintético de la sintesis de un dendrén de tercera

generacion basado en el nucleo TRIS.
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iﬁé’ "y :

OH

Esquema 5. Esquema retrosintético de la preparacion de un dendrén de tercera generacion.

La sintesis del anhidrido 5 se ha llevado a cabo segun el procedimiento descrito
en la bibliografia.8? Asi, en primer lugar se realizé la proteccién del diol del acido 2,2-
bis(hidroximetil)propiénico (3) con benzaldehido dimetilacetal en presencia de una
cantidad catalitica de dcido p-toluensulfénico (p-TsOH), en acetona anhidra.
Posteriormente, se realiz6 la autocondesacion del acido benciliden-2,2-bis(hidroximetil)
propiénico (4) usando DCC como activador del 4cido carboxilico (Esquema 6). La
formacién del anhidrido 5 se confirmé por el analisis de su espectro de C-RMN
donde se observé la variacion del desplazamiento quimico del carbono carbonilico,
pasando de 178.7 ppm en el compuesto 4 a 169.2 ppm en el anhidrido 5, ya que el resto
de sefiales en los espectros de 'H-RMN y BC-RMN aparecen a desplazamientos

quimicos muy parecidos debido a la similitud de las moléculas.

OMe
OH Ph DCC, DMAP
Hoj(g HOY{ o UL e }ﬁ( ﬁ({ )P
OH
0 p-TsOH CH,Cl,
Acetona 89%
64% ?
3 4 5

Esquema 6. Sintesis del anhidrido 5.

Una vez preparado el anhidrido 5 que se va a utilizar como unidad de
crecimiento, fue necesario proteger el grupo amino presente en el nucleo de
crecimiento 1. Esta proteccion se llevo a cabo empleando Boc,O en presencia de Et3N,
dando lugar al intermedio 2 (Esquema 7). La proteccién del grupo amino se confirmé

en el espectro de 'H-RMN por la sefial caracteristica del metilo del grupo Boc a 1.26

8 Thre, H.; Padilla, O.L.; Fréchet, J.M.]. J. Am. Chem. Soc. 2001, 123, 5908-5917.
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Esquema 7. Sintesis divergente de los dendrones de 1% (7), 2* (9) y 3* (11) generacién basados en
el acido 2,2-bis-(hidroximetil)propiénico.

93 Seto, C.T.; Mathias, J.P.; Whitesides, G.M. |. An. Chem. Soc. 1993, 7115, 1321-1329.
% Kang, J.H.; Chung, H.E,; Kim, S.Y.; Kim, Y.; Lee, J.; Lewin, N.E.; Peatrce, L.V.; Blumberg,
P.M.; Marquez, V.E. Bioorg. Med. Chem. 2003, 11, 2529-2539.

65



Capitulo 3

Una vez protegido el grupo amino del nicleo de crecimiento 1, los dendrones
se construyeron paso a paso mediante la repeticion de la secuencia de reacciones que se
comenta a continuacién (acoplamiento y desproteccién), empleando las condiciones de
reacciébn descritas en la bibliografia para obtener las diferentes generaciones de

dendrones (Esquema 7).%

El compuesto 2 se hizo reaccionar con el anhidrido 5 (1.35 equivalentes por
enlace formado) en una mezcla diclorometano/piridina en presencia de una cantidad
catalitica de dimetilaminopiridina (DMAP) dando lugar al dendréon de primera
generacion protegido 6 con un rendimiento excelente. La esterificaciéon de los tres
grupos hidréxilo se confirmé por 'H-RMN donde aparecen nuevas sefales,
caracteristicas del monémero 4, (7.28-7.46, 5.45, 4.62, 3.63 y 0.96 ppm) cuya
integracién concuerda exactamente con la entrada de tres unidades de dicho
mondémero. Adicionalmente, en el espectro de masas se observd exclusivamente la
sefial correspondiente al ién molecular, m/z = 856.3 [M+ Na]*, lo que confirma la
entrada de tres unidades de monémero 4. Estos analisis demuestran la monodispersidad

de los compuestos sintetizados.

En una segunda etapa, se llevé a cabo la desproteccion de los grupos hidroxilo
mediante una hidrogenacién con paladio sobre carbono como catalizador, en una
mezcla diclorometano/metanol a temperatura ambiente. De este modo, se obtuvo la
primera generacién de nuestro sistema multivalente 7 con buenos rendimientos. La
eliminacién del grupo protector se confirmé por la desaparicién en el espectro de 'H-
RMN de todas las sefiales aromaticas correspondientes a los fenilos del benciliden

acetal.

Siguiendo la misma secuencia sintética (acoplamiento con el anhidrido 5 e
hidrogenacién) se preparé la segunda generacion del dendrén correspondiente,
compuesto 9, que presenta 12 grupos hidroxilo en la supetficie, y el producto de tercera

generacion 11 conteniendo 24 hidroxilos en su superficie. Mediante el analisis de los

8 Thre, H.; Padilla, O. L.; Fréchet, J.M.]. J. Am. Chem. Soc. 2001, 7123, 5908-5917.
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espectros de 'H-RMN y BC-RMN se pudieron corroborar las estructuras de los
compuestos obtenidos, observandose a campo bajo, primero la aparicién y después la
pérdida de las sefiales correspondientes a los grupos fenilo. La monodispersidad de
estos compuestos se confirmé nuevamente mediante espectrometria de masas. En la
Figura 40 se muestran los espectros de masas de los compuestos desprotegidos de

segunda y tercera generacion 9 y 11 respectivamente.
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Figura 40. Espectros de masas (ESI) de los dendrones desprotegidos 9 y 11.

De esta forma, mediante una sintesis divergente se han podido preparar los
dendrones de primera, segunda y tercera generaciéon en escala multigramo, de una
forma sencilla, barata y monodispersa. Ademas, cabe destacar que la purificacion de
todos estos dendrones se realizdé por recristalizacion lo que facilitdé enormemente la
purificaciéon de dichos compuestos, obteniéndose en todos los casos productos de

elevada pureza.

3.1.2. Sintesis del glicodendron 3GTBoc(SucMan),s y del correspondiente
control 3GTBoc(SucC)z.

La preparacion de los sistemas multivalentes glicodendriticos requiere, en

primer lugar, la activaciéon del dendrén de tercera generacion 11, mediante la
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introduccién de acidos carboxilicos en la superficie siguiendo la metodologia que habia

sido puesta a punto en nuestro grupo de investigaciéon previamente.®> Estos grupos

carboxilico terminales permitiran posteriormente el anclaje de los glicoconjugados y los

correspondientes controles al soporte multivalente a través de la formacion de un

enlace amida.

La funcionalizaciéon del dendrén de tercera generacién con dcidos carboxilicos

se realizé en una etapa mediante la apertura de anhidrido succinico (en gran exceso), en

piridina empleando DMAP como catalizador. De esta forma, se obtuvo con buen

rendimiento el compuesto 12 (Esquema 8).

o "o OH 89%

1"

Esquema 8. Preparacion del dendréon 12.

Ho—~ P OJy\O P o ° .
; DMAP, Piric
w0 ﬁ—fo’f:j/ %o J%Vo)\ﬁokg o oahta

La formacién de este producto se confirmé mediante el analisis de su espectro

IH-RMN en el que se pudo observar la apariciéon de un multiplete a 2.55-2.72 ppm,

correspondiente a los protones de los metilenos del acido succinico. El anilisis por

espectrometria de masas de este compuesto presentaba una distribuciéon gaussiana de

picos en torno al peso molecular esperado (5058.5), lo que indicaba la polidispersidad

del compuesto (Figura 41).

8 Arce, E.; Nieto, P.M.; Diaz, V.; Garcia-Castro, R.; Bernad, A.; Rojo, J. Bioconjugate Chenm. 2003,

14, 817-823.
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Figura 41. Espectro de masas MALDI-ToF del dendrén 12.

La siguiente etapa en la preparacion del glicodendrén fue la introduccién de las
unidades de carbohidrato, en este caso manosa, en la supetficie del dendrén. Para ello
fue necesario funcionalizar adecuadamente dicho monosacarido en su posicién
anomérica con un espaciador que presentara un grupo amino terminal. Asi, el derivado
de manosa 17 se preparé en cuatro etapas a partir de la correspondiente manosa
peracetilada comercial 13 siguiendo la metodologia desarrollada en nuestro grupo de

investigacion, segun se muestra en el Esquema 9.83
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Esquema 9. Sintesis del derivado de manosa 17.

8 Arce, E.; Nieto, P.M.; Diaz, V.; Garcia-Castro, R.; Bernad, A.; Rojo, J. Bioconjugate Chenm. 2003,
14, 817-823.
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La primera etapa consistié6 en la glicosilaciéon del derivado peracetilado 13
usando como aceptor de glicosilo el 2-bromoetanol y como promotor BF3EtO,
obteniéndose el derivado glicosilado 14 con un rendimiento del 73%. El analisis del
espectro de 'H-RMN nos muestra la aparicion de un doblete a 4.87 ppm

correspondiente al protén anomérico cuya constante de acoplamiento es 1.5 Hz, lo que

indica la formacién exclusiva del anémero O.

El siguiente paso consistié en la sustituciéon nucleéfila del grupo Br del extremo
terminal del espaciador del derivado de manosa 14 por un grupo azida. Esta etapa se
realiz6 utilizando un gran exceso de NaNs en DMF anhidra, obteniéndose el derivado
15 de forma cuantitativa. La sustitucién fue confirmada por el andlisis del espectro de
BC-RMN del producto 15 en que se pudo observar la desaparicién de la sefial del
carbono unido al bromo (30.1 ppm) y la aparicién de una nueva sefial a 50.7 ppm

correspondiente al desplazamiento de un carbono unido a un grupo azida.

La desacetilacién del compuesto 15 utilizando NaOMe 1M en MeOH condujo
al producto 16 con excelentes rendimientos. Mediante el analisis del espectro de 'H-
RMN se pudo observar la desaparicion de las sefiales correspondientes a los metilos de
los grupos acetato. Por ultimo, la hidrogenacién del grupo azida utilizando como
catalizador paladio sobre carbono a presiéon y temperatura ambiente, condujo al
derivado de manosa 17 cuya formacién fue corroborada mediante el analisis del
espectro de BC-RMN. La desaparicién de la sefial a 51.7 ppm (CH2-N3) y la aparicién
de una nueva sefial a 41.8 ppm caracteristica de un carbono metilénico unido a un

grupo amino confirmé la formacién del producto 17.
Una vez obtenido el dendrén 12 y el derivado de manosa 17 convenientemente

funcionalizados, se llevo a cabo la conjugacion entre ambos utilizando las condiciones

clasicas de formacién de enlaces peptidicos (Esquema 10).
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Esquema 10. Preparacion del glicodendron 3GTBoc(SucMan)zs vy del dendrén control
3GTBoc(SucC)zq.

Asi, los 4acidos carboxilicos del dendron 12 se activaron utilizando
diisopropilcarbodiimida (DIC) y 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) en DMF, y a
continuacion se hicieron reaccionar con el derivado de manosa 17 (1.2 eq. por grupo
carboxilico del dendrén) a temperatura ambiente. De esta forma se obtuvo el
glicodendrén de tercera generacion que hemos denominado 3GTBoc(SucMan)z4. El
producto se purificé por ultrafiltracion, utilizando filtros de exclusiéon por tamafio
centriplus YM-3000, con tamafio de poro de 3000 daltons. En el espectro de 'H-RMN

se pudo observar la apariciéon de la sefial correspondiente al protéon anomérico de la
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manosa (4.78 ppm), asi como el desdoblamiento de las sefales correspondientes a los
metilenos del succinico en dos multipletes, debido al cambio en el entorno quimico de

estos por la formacién de un enlace amida.

Siguiendo la misma aproximacion, se prepar6 el correspondiente control con
etanolamina en las mismas condiciones de reaccidon anteriormente mencionadas,
obteniendose el dendrén control 3GTBoc(SucC)a. El producto se purifico al igual que
el glicodendrén por ultrafltracion, utilizando filtros de exclusién por tamano centriplus
YM-3000. La formacion de este dendréon se pudo confirmar mediante el analisis de su
espectro de 'H-RMN en el que se observo la aparicion de dos tripletes centrados a 3.05

y 3.72 ppm correspondientes a los metilenos de la unidad de etanolanina.

Desafortunadamente, no fue posible la caracterizaciéon de los productos 12,
3GTBoc(SucC)24 y 3GTBoc(SucMan)4 mediante espectrometria de masas empleando
la técnica MALDI-ToF, a pesar de todas las condiciones ensayadas (diferentes matrices
y disolventes). En todos los casos se observé una distribucion de sefiales alrededor del
peso molecular del producto, indicando la polidispersidad de dichos compuestos

(Figura 42).
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Figura 42. Espectro de masas MALDI-ToF del glicodendréon 3GTBoc(SucMan)zq.
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Mediante la integraciéon de las sefiales del espectro de 'H-RMN se pudo
constatar que no se consiguié la funcionalizacién completa del glicodendrén
3GTBoc(SucMan)z, sino que se obtuvo una mezcla de compuestos que tenfan
aproximadamente una media de 20 unidades de aztcar por molécula. En la Figura 43 se
puede observar como la integracién correspondiente a los protones anoméricos (4.8

ppm) es de aproximadamente 20 mientras que la integracion teorica seria de 24.
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Figura 43. Espectro de "H-RMN del glicodendrén 3GTBoc(SucMan)z en D2O.

A pesar de no tratarse de estructuras monodispersas, era importante confirmar
que este tipo de sistemas (dendrones) con un brazo menos que el correspondiente
dendrimero de igual generacién, es decir que presentan un menor numero de

carbohidratos en su superficie, eran capaces de interaccionar con el receptor DC-SIGN.
3.1.3. Analisis de la interaccién usando biosensores.
Una vez preparado el glicodendrén 3GTBoc(SucMan)z, se realizaron

experimentos para analizar su interaccion con el receptor DC-SIGN usando un

Biosensor con detecciéon por Resonancia del Plamén de Superficie (SPR) en el Instituto
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de Biologia Estructural (CNRS, Grenoble, Francia) bajo la supervisién del Prof. Franck
Fieschi.

Antes de pasar a comentar los resultados obtenidos, se presentard de forma
resumida en qué consiste un Biosensor con detecciéon por SPR y la informaciéon que se

puede extraer de los experimentos en los que se usan estos biosensores.

3.1.3.1 Biosensor con deteccion por SPR.

Los biosensores con detecciéon por Resonancia del Plasmoén de Superficie
(SPR) permiten obtener informaciéon cinética de la interacciéon de un ligando con un
receptor en tiempo real, y ha llegado a convertirse en un método estandar para el

estudio de las interacciones biol6gicas.”

De forma muy resumida, la resonancia del plasmén de supertficie es un
fenémeno optico que tiene lugar en una supetficie metalica cuando existe un cambio en
el indice de refraccién de dos medios distintos (Figura 44). Cuando se produce una
variacién en la masa de dicha superficie (una interaccion, por ejemplo) se origina un
cambio en el indice de refraccién y, por lo tanto, el angulo de la luz reflejada a la cual se
produce la resonancia entre la luz y el plasmoén de superficie varfa. La diferencia entre
los angulos a los cuales esta resonancia se produce es proporcional a la cantidad de
sustrato unida a la superficie, mientras que la velocidad a la que se produce el cambio de

angulo depende de la cinética de la interaccién.

% (a) Szabo, A.; Stolz, L.; Granzow, R. Curr. Opin. Struct. Biol. 1995, 5, 699-705. (b) Jager, W. In
Carbohydrates in chemistry and biology. Ed. Erntst, B.; Hart, G.W.; Sinay, P. Willey-VCH, 2000, 2,
1045-1059. (c) McDonnell, J.M. Curr. Opin. Chem. Biol. 2001, 5, 572-577. (d) Haseley, S.P,;
Kamerling, J.P.; Vliegenthart, J.F.G. Top. Curr: Chem. 2002, 218, 93-114. () Myszka, D.G. J. Mol.
Recognt. 1999, 12, 279-284. (f) Myszka, D.G. Curr. Opin. Biotech. 1997, 8, 50-57. (g) Gestwicki, J.E.;
Cairo, C.W.; Mann, D.A.; Owen, R.M.; and Kiessling, L.L.. Anal. Biochens. 2002, 305, 149-155. (h)
Quinn, J.G.; O'Neill, S.; Doyle, A.; McAtamney, C.; Diamond, D.; MacCraith, B.D.; O'Kennedy,
R. Awnal. Biochem. 2000, 281, 135-143. (i) Hernaiz, M.].; de la Fuente, ].M.; Barrientos, A.G.;
Penadés, S. Angew. Chem. Int. Ed. 2002, 41, 1554-1557.
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Figura 44. Representacion esquematica del sistema de detecciéon de un biosensor por
Resonancia de Plasmén de Superficie.

Los biosensores basados en esta técnica, contienen un prisma como uno de los
medios y una disolucién acuosa como el otro medio. La interfase es una capa muy fina
de oro (chip) que se puede funcionalizar con biomoléculas para estudiar interacciones
biolégicas (Figura 44). En concreto, el BIAcore 3000,% que es el equipo que se ha
usado en estos estudios, presenta un sistema integrado que suministra un flujo continuo
de disolucién tampoén o de las muestras a estudiar sobre el chip a través de cuatro
canales independientes. La inyeccién de la muestra y su medida estan automatizadas. El
sistema de deteccién relaciona directamente el analito acumulado y la sefial que se
origina, la cual depende del peso molecular y concentraciéon de las muestras que se
inyectan. Los limites de deteccién estan en concentraciones picomolares o en una masa
de 180 Da. La respuesta de la unién del ligando al receptor, medida en unidades
arbitrarias de resonancia (RU), representa la cantidad de materia unida a la superficie
(1000 RU serfan equivalentes a 1nmol L1 mm2 en el caso de proteinas). La cinética de
la interaccion se obtiene a partir del cambio de la respuesta con el tiempo. La relacion
entre la respuesta (RU) y el tiempo (t) en segundos da lugar a lo que se denomina

sensograma (Figura 45).

96 www.biacore.com.

75



Capitulo 3

Sefial de
Resonancia
(kRU) AR b
18— P et I, FEEEEEE| ©
%’ A y“
16— Fxxxaax] a
Sl i
&> <
14—
d
o /A= ~
IV VI VYN AXXAXAX
)
| I | I I I
100 200 300 400 500 600
Tiempo (s)

Figura 45. Representacién esquematica de un sensograma ideal.

Un sensograma se puede obtener de la siguiente forma: una vez inmovilizado el
ligando en la superficie, se fluye el analito sobre la misma, teniendo lugar la interaccién
(Figura 45, a) y provocando un aumento en la sefial hasta llegar a un punto en el que la
superficie se encuentra saturada (situacién de equilibrio) y la sefial se estabiliza (Figura
45, b). En ese momento, se inicia una fase de disociacion del analito que serd mas o
menos lenta dependiendo de la fuerza de la interaccion. (Figura 45, ¢) Por ultimo, se
lleva a cabo la regeneracion de la supetficie del chip eliminando todo el analito (Figura
45, d), con lo cual la superficie se queda regenerada para realizar una nueva medida. La
cinética de la interaccién se obtiene analizando las cutvas de asociacién (k.) y
disociacién (kq) que van variando a lo largo del tiempo para diferentes concentraciones
de analito, pudiéndose obtener la constante de afinidad K. El analisis de las curvas se

realiza automaticamente utilizando el programa BlAevaluation 4.1.

Las ventajas fundamentales de esta técnica son las siguientes: la cantidad
requerida de ligando y de receptor para llevar a cabo los medidas de interaccién es muy
pequena (del orden del Hg, o incluso menor), no es necesario realizar un marcaje en
ninguno de ellos para detectar la interaccién vy, ademas, se obtiene una medida

cuantitativa de la interaccion en tiempo real y en flujo. Esta técnica de ha usado en el
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estudio de la interaccion carbohidrato-proteina®” incluida la lectina DC-SIGN,7400.61

para la obtencién de parametros cinéticos.

3.1.3.2. Evaluacion de la inhibicién de la interaccion gp120/DC-SIGN usando el
glicodendron 3GTBoc(SucMan)2q.

Para la realizacién del experimento de inhibicién usando el glicodendrén
3GTBoc(SucMan)z4 como inhibidor, se funcionaliz6 el chip del biosensor con la
proteina gp120 monomérica del VIH y se inyectaron cantidades crecientes (0, 7.5, 14,
28, 57, 85 y 128 pM) tanto del glicodendrén 3GTBoc(SucMan)z4 como del control
3GTBoc(SucC)24 y una concentracion fija (50 pM) del dominio extracelular soluble
tetravalente de DC-SIGN (ECD-DC-SIGN). Cuando se inyect6 unicamente la proteina
ECD se obtuvo una curva que correspondia al proceso de interaccioén de dicha proteina
con la superficie funcionalizada con la proteina gp120. Al afiadir cantidades crecientes
del compuesto multivalente control 3GTBoc(SucC)24 no se observé cambio alguno en
esta sefial, lo que indicaba que la cantidad de proteina DC-SIGN unida a la superficie
funcionalizada con la proteina gp120 no habfa variado y, por tanto, no se habia
producido inhibicién con el dendrén control (Figura 46a). Sin embargo, cuando se
inyectaron cantidades crecientes del glicodendrén 3GTBoc(SucMan)a, se observo una
clara disminucion de la sefial directamente proporcional a la concentracién de
glicodendrén (Figura 46b). Esto indicaba que el compuesto 3GTBoc(SucMan)z4
competia de forma favorable con la proteina gp120 por la interaccién con el receptor

DC-SIGN, inhibiendo la interaccién de dicho receptor con la supetficie de gp120.

97 (a) Duverger, E.; Frison, N.; Roche, A.C.; Monsigny, M. Biochemie 2003, 85, 167-179. (b) Smith,
E.A.; Thomas, W.D.; Kiessling, L.L..; Corn, RM.; . Am. Chem. Soc. 2003, 125, 6140-6148. (c)
Critchley, P.; Clarkson, G.J. Org. Biomol. Chem. 2003, 7, 4148-4159.

" Frison, N.; Taylor, M.E.; Soilleux, E.; Bousser, M.T.; Mayer, R.; Monsigny, M.; Drickamer, K.;
Roche, A.C. J. Biol. Chem. 2003, 278, 23922-23929.

60 Halary, F.; Amara, A.; Lortat-Jacob, H.; Messetle, M.; Delaunay, T.; Houles, C.; Fieschi, F;
Arenzana-Seisdedos, F.; Moreau, J. F.; Déchanet-Merville, J. Inmunity 2002, 17, 653-664.

1 Navarro-Sanchez, E.; Altmeyer, R.; Amara, A.; Schwartz, O.; Fieschi, F.; Virelizier, J. L,
Arenzana-Seisdedos, F.; Despres, P.; EMBO rep. 2003, 4, 723—728.
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Figura 46. Inhibicién de la interaccién DC-SIGN/gp120 usando una supetficie de gp120 y
como inhibidores: a) 3GTBoc(SucC)24 a concentraciones (0, 7.5, 14, 28, 57, 85 y 128 uM); b)
3GTBoc(SucC)24 a concentraciones (0, 7.5, 14, 28, 57, 85 y 128 uM).

Como se ha comentado anteriormente en los antecedentes, se habia
demostrado usando biosensores que el polimero dendritico Boltorn de tercera
generacion funcionalizado con 32 manosas (BH30SucMan) era capaz de inhibir la
interaccion DC-SIGN/gp120 con un ICsy de 50 pM. La inhibicién de la interaccién
entre DC-SIGN/gp120 que se obtiene usando el glicodendrén 3GTBoc(SucMan)z es
del mismo orden (= 50 uM) que la obtenida usando el glicodendrimero homélogo de
tercera generacién con 32 manosas. A la vista de estos resultados, se pudo concluir que
la ausencia de un brazo en estos sistemas dendriticos, que implicaria un menor nimero
de manosas en la superficie, no tiene un efecto significativo en la capacidad de
inhibicién de la interaccion de DC-SIGN/gp120. En otras palabras, el nuevo dendrén
preparado, con una media de 20 manosas es capaz de interaccionar con el receptor DC-
SIGN con una afinidad similar a como lo hacfa el dendrimero correspondiente

BH30SucMan con 32 manosas.
Esto parece indicar, que en este proceso de interaccién, es mas importante una

adecuada presentacion de los ligandos que posibilite la interaccion de forma

multivalente con el receptor, que el nimero total de ligandos (manosas en este caso).
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Una vez sintetizado el glicodendrén y comprobada su capacidad de interaccion
con el receptor DC-SIGN, el siguiente paso setrfa la funcionalizaciéon de la posicion

focal diferenciada del dendrén para introducir moléculas de interés biologico.

3.1.4. Modificacion de la posicion focal de dendrones basados en el acido 2,2-
bis-(hidroximetil)propionico empleando como nucleo TRIS.

Dados los problemas de caracterizacion y con el fin de reducir al maximo la
polidispersidad en el dendrén activado con 4acidos carboxilicos, se planteé una
estrategia sintética diferente que consistié en introducir el acido succinico protegido
como monobenciléster, de forma que se facilitara la sintesis y purificacién del

compuesto final.

Para llevar a cabo esta funcionalizaciéon fue necesario, en primer lugar, preparar
el monobenciléster del 4cido succinico, utilizando la metodologia descrita en la
bibliograffa.?® La apertura del anillo de anhidrido succinico se realizé6 por ataque
nucleéfilo del alcohol bencilico en CH2Cl, catalizado por DMAP, dando lugar al
monosuccinato de bencilo 18 (Esquema 11). La formacién del producto pudo
confirmarse claramente mediante la apariciéon de las sefiales caracteristicas del grupo

bencilo a 7.38 y 5.18 ppm en el espectro 'H-RMN.

(0]
0o OH DMAP
Il o o L
CH,Cl, HO
0/
95% o

18

Esquema 11. Sintesis del monobenciléster del acido succinico 18.

Una vez sintetizado el monobenciléster derivado 18, la siguiente etapa fue la
funcionalizaciéon de la superficie del dendrén 11 con 24 unidades del compuesto 18,
mediante la formacién de enlaces éster. Aunque el nimero de enlaces que se tienen que

formar en una unica etapa sintética sobre la superficie del dendrén 11 es muy elevado,

% Isomura, I.; Wirsching, P.; Janda, K. D. J. Org. Chene. 2001, 66, 4115-4121.
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se consiguieron funcionalizar todas las posiciones del dendrén con un buen

rendimiento. Para ello, se utilizaron las condiciones desarrolladas por Ihre y col.88 El

dendréon 11, el monobenciléster del anhidrido succinico 18 y p-toluensulfonato de

dimetilaminopiridina (DPTS)* se disolvieron en CH:Clo en atmosfera inerte y

posteriormente se afiadié DCC a la mezcla de reaccion. Tras 24 horas a temperatura

ambiente se obtuvo el compuesto 19 con un excelente rendimiento(Esquema 12), que

fue purificado mediante cromatografia de exclusién por tamafios (Sephadex LH-20).
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Esquema 12. Sintesis del dendrén 20.
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8 Thre, H.; Hult, A.; Fréchet, J.M.].; Gitsov, 1. Macromolecules 1998, 31, 4061-4068.
% Moote, J. S.; Stupp, S. 1. Macromolecules 1990, 23, 65-70.
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El compuesto 19 se caracteriz6 mediante experimentos de RMN y
espectrometria de masas. En el espectro de 'H-RMN se pudo observar la aparicion de
nuevas sefiales a 7.26 ppm correspondientes a los protones aromaticos, un singlete a
5.03 ppm correspondiente al metileno del grupo bencilo y la sefial correspondiente a los
metilenos del succinico a 2.57 ppm. La integraciéon de estas sefiales puso de manifiesto
el acoplamiento de 24 unidades de monosuccinato de bencilo. Adicionalmente, por
espectrometria de masas usando ionizacién electrospray (ESI) se pudo observar las
seflales correspondientes al compuesto con dos y tres cargas cuya masa coincide con el
producto completamente funcionalizado, lo que indicaba claramente que este producto

era monodisperso (Figura 47).

Compuesto19

[M+3Na]3*

— T T
1000 2000

Figura 47. Espectro de masas ESI del dendrén 19.

Antes de introducir los azucares sobre el dendrén 19 y dado el coste sintético
que suponia preparar dicho glicodendrén de manosa, se decidid realizar las pruebas de
desproteccién del grupo amino sobre el dendrén 19 y su posterior funcionalizaciéon para
demostrar la viabilidad de la estrategia sintética. La desproteccién del grupo carbamato
se llevé a cabo empleando condiciones clisicas (CH2Cly/4cido trifluoracetico
(TFA)(1:1) a temperatura ambiente) obteniéndose el compuesto 20 de forma
cuantitativa (Esquema 12). La eliminacién del grupo protector Boc se confirmé
mediante el andlisis del espectro de 'H-RMN de este compuesto, en el que se pudo
observar la desaparicién de la sefial a 1.33 ppm caracteristica del grupo fert-butilo del

Boc.
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Una vez sintetizado el compuesto 20 nuestro objetivo era introducir en la
posicion amino libre diferentes moléculas de interés biolégico. Para ello, era necesario
afladir un espaciador adecuadamente funcionalizado y suficientemente largo para
permitir, en etapas posteriores, la conjugacién de moléculas biolégicas de interés. En
este sentido, se intent6 la apertura del anhidrido succinico con objeto de introducir
posteriormente un espaciador que permitiera dicha conjugaciéon. Sin embatgo, los
distintos ensayos de apertura empleando cantidades crecientes de anhidrido succinico
(1.5, 2.5y 5 eq), asf como el aumento de la temperatura (t.a., 40 °Cy 60 °C) no condyjo,
en ningin caso, al producto deseado. Mediante cromatografia en capa fina no se
observé la aparicién de un nuevo producto, confirmandose a través del espectro de 'H-
RMN la recuperacién del producto de partida en todos los casos. También, se intentd
la funcionalizacién del producto 20 con fluoresceina, utilizando el isotiocianato de
fluoresceina (FITC) y trietilamina en DMF. La reaccién de una amina con un isocianato
es una reacciéon muy eficaz, limpia y rapida que se usa de forma general para introducir
fluoresceina en moléculas complejas como proteinas. Sin embargo, en todas las
condiciones que se ensayarén, donde se varié tanto el nimero de equivalentes de FITC,
la temperatura y los tiempos de reaccion, se recuperd, al igual que en el caso comentado

anteriormente, el producto de partida inalterado.

A pesar de que en la bibliograffal®.101 existen descritos ejemplos en que una
amina unida a un carbono tetrasustituido y con un impedimento estérico semejante se
funcionaliza, en nuestro caso todos los intentos para funcionalizar el compuesto 20

resultaron infructuosos.

A la vista de estos resultados, se decidié cambiar la estrategia sintética y realizar
una sintesis divergente en la que la posicién diferenciada del nicleo de crecimiento
estuviera funcionalizada con un espaciador largo desde el inicio de la secuencia

sintética.

100 Kleinert, M.; Rockerdorf, N.; Lindhorst, T. K. Exr. J. Org. Chem. 2004, 3931-3940.
101 Huang, K.; Voss, B.; Kumar, D.; Hamm, H. E.; Hatth, E. Bioconjugate Chem. 2007, 18, 403-
409.
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3.2. Dendrones basados en el acido 2,2-bis-(hidroximetil)propionico con
espaciador.

Dadas las dificultades encontradas a la hora de intentar la funcionalizacién del
dendrén 20, nos planteamos la sintesis de dendrones a partir de un ntcleo de
crecimiento que llevara desde el inicio un espaciador convenientemente protegido y con
la flexibilidad suficiente para que nos permitiera la introduccién de cualquier molécula
de interés en etapas posteriores. Ademads, como ya se ha comentado anteriormente, el
dendrén de tercera generacion 3GTBoc(SucMan)zs no presentaba una pérdida
significativa de actividad en la inhibicién de la interaccion DC-SIGN/gp120 con
respecto al dendrimero BH30sucMan, por ello nos planteamos la sintesis de dendrones
de generaciones inferiores (2* generacién en lugar de tercera), lo que implica un menor
numero de unidades de carbohidrato en su superficie. La sintesis de generaciones
inferiores, conllevaria por consiguiente un ahorro sintético que puede ser importante a
la hora de su posible uso en aplicaciones biomédicas aunque ello supusiera una
disminucién en la afinidad por el receptor. En el Esquema 13 se muestra el analisis
retrosintético para la preparaciéon de un dendrén de segunda generacién que contiene

en su estructura un espaciador.

%9
S 5o
g»%gz}{:;(:@
o o

Esquema 13. Esquema retrosintético de la preparacion de un dendrén de segunda generacion

con un espaciador.

3.2.1. Sintesis del soporte dendritico.

La primera cuestion a abordar para preparar el nicleo de crecimiento era la

elecciéon de un espaciador adecuado. Se optd por la diamina comercial 1,13-diamino-
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4,7,10-trioxatridecano (21). Esta diamina es un derivado de tetraetilenglicol que a priori
debe aportarnos una gran flexibilidad y una alta solubilidad en disolventes polares.
Dado que el derivado 21 es una diamina, el primer paso fue la protecciéon de una de las
aminas. Para ello se seleccion6 un grupo protector que fuera compatible con cada una
de las etapas de crecimiento posterior del dendréon. De todas las opciones posibles
elegimos como mas adecuado para nuestros objetivos el grupo protector Boc. De esta
forma la diamina 21 se monoprotegié utilizando Boc,O y dioxano como disolvente, en
las condiciones descritas en la bibliografial®? (Esquema 14), obteniéndose el compuesto
22 con un excelente rendimiento. El espectro de 'H-RMN del producto 22 confirmo la
incorporacién del carbamato al presentar la sefial caracteristica del grupo Zer-butilo a
1.43 ppm. La integraciéon de esta sefial en dicho espectro nos indicaba claramente que
se habia producido la monoproteccion de la diamina. En el espectro de masas, se
observé un unico pico, correspondiente al i6n molecular del producto monoprotegido

(m/z 343.3 [M+ Na]*).

Boc,O
H2N¢\<O\/§\/NH2 —_— BocHNA<O NH,
3 Dioxano, t.a. 3
21 22

89%

Esquema 14. Sintesis de la diamina monoprotegida 22.

Una vez sintetizado el espaciador convenientemente protegido realizamos la
sintesis de un nuevo nucleo al que poder anclarlo. Para ello se llevo a cabo la proteccién
selectiva de tres de los cuatro grupos hidroxilo presentes en el pentaeritritol (23),
dejando una posicién libre para la posterior union del espaciador. Para esta reaccion se
utilizaron tres equivalentes de cloruro de bencilo en presencia de hidruro sédico. El
analisis del espectro de 'H-RMN y del espectro de masas del crudo de reaccién indico
la existencia de tres productos que correspondian a las especies di-, tri- y
tetrabenciladas. La posterior purificacién mediante el empleo de cromatografia en
columna condujo facilmente al compuesto tribencilado 24 con un rendimiento del 51%

(Esquema 15). La proteccién de los tres hidroxilos se confirmé en el espectro de 'H-

102 Braun, M.; Hartnagel, U.; Ravanelli, E.; Schade, B.; Béttcher, C.; Vostrowsky, O.; Hirsch, A.
Eur. |. Org. Chem. 2004, 1983-2001.
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RMN por la aparicién de las sefiales caracteristicas del grupo bencilo (4.56 y 7.31-7.43
ppm) del producto 24. Por otra parte, se observé también las sefiales correspondientes
a los metilenos unidos a los grupos hidroxilo protegidos, ya que en este compuesto
aparecian a mayor campo, permaneciendo la sefial geminal de los metilos inalterada. La
integracion de las sefales confirmé la proteccion de 3 de las posiciones hidroxilo,
hecho que fue ratificado por espectrometria de masas donde se observé una unica
seflal correspondiente al i6n molecular (429.3 [M +Na]"). La siguiente etapa sintética
era la apertura del anhidrido succinico en presencia de DMAP vy piridina por el grupo
hidroxilo libre presente en el compuesto 24. Esta reaccién condujo, con un excelente
rendimiento al producto 25 el cual fue purificado empleando cromatografia en columna
de gel de silice. La incorporaciéon del acido succinico en la estructura fue confirmada en
el espectro de 'H-RMN del producto 25 por la aparicion de un multiplete a 2.50-2.57

ppm correspondiente a los grupos metileno del resto succinico introducido en la

molécula.
OB
OH n o
BnCl, NaH
HO OH —— > HO OBn
DMF, 0°C a t.a,, 2h DMAP Piridina
OH 51% ta.24h
° BnO 90%
23 24
22, DIC, HOBt
DMF, ta., 24 h

88%

OBn
(0]
BocHN\/\</O\%/\/NHJK/\H/O OBn
’ ° BnO
26

H,/Pd(C)
EtOH, 12h
99%

OH
0
BocHN\/\é/O\%g\/NHJ\/\WO OH
0
. HO

Esquema 15. Sintesis del nicleo de crecimiento 27.
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Posteriormente, el acido carboxilico se acopld con el espaciador 22 mediante la
formacién de un enlace amida, empleando como reactivos DIC y HOBt en DMF
anhidra, obteniéndose el compuesto 26 con buen rendimiento. En el espectro de 3C-
RMN del producto 26 se confirm¢ la formacion del enlace amida por la desaparicion de
la sefial a 178.1 ppm correspondiente al acido carboxilico libre y la aparicién de una
nueva sefial a 171.3 ppm. Una vez ensamblados el espaciador y el nucleo, el siguiente
paso de la sintesis era el crecimiento del nicleo para preparar las distintas generaciones
del dendrén. Para ello, procedimos a la desproteccion de los grupos hidroxilo por
hidrogenacién del producto 26, empleando como catalizador paladio sobre carbono.
Esta reacciéon dio lugar a la liberaciéon de los grupos hidroxilo obteniéndose el
compuesto 27 de forma cuantitativa (Esquema 15). En el espectro de 'H-RMN del
compuesto 27 se observé la desaparicion del multiplete a 7.23-7.33 ppm,
correspondiente a los protones aromaticos, y de la sefial a 4.49 ppm, de los metilenos

del grupo bencilo.

Una vez sintetizado el nucleo de crecimiento 27 adecuadamente
funcionalizado, se siguié la misma metodologia que en el caso de los dendrones
basados en el acido 2,2-bis-(hidroximetil)propionico sin espaciador, para la sintesis de

los dendrones de primera y segunda generacién 29 y 31 (Esquema 16).
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27

5, DMAP
Piridina/CH,Cl, 40°C
87%

Ph

o

0 OH oy

o
9 o] Q o 0 OH
\ i o™ Ho/Pd (C i -0 €OH
BocHNV\(/D\)/g\/NHMI/D 24()> EocHN\A(/O\)g\/NHJ\/WO
o o_o o o_gq

KE CH,Cly/MeOH
(1:1) /7):
28 o 09% 29 Ho 1 J

Ph

5, DMAP
Piridina/CH,Cl,, 40°C
85%

Ph

6 % 7 °
:(U o [ :(P o \-Ph
o 7/6OH o o
0 o o Q o o
° o < 3 OH o o f
o o H,/Pd (C o)\{o
B"CHN\/\(/D\);\/NHJ\/\{)]/ AEO )\‘S)H e © B"“HN\/\(/O\/)g\/NHJ\/\gO o \o)\Ph

CH,Clp/MeOH

(\\\o 2 (1:1) o
OH
HO 1o ///t o/kph

Esquema 16. Sintesis de los dendrones 29 y 31.

El compuesto 27 se hizo reaccionar con el anhidrido 5 en una mezcla
diclorometano/piridina empleando DMAP como catalizador a 40 °C durante 24 h,
dando lugar al compuesto 28 el cual fue purificado empleando cromatografia por
columna. La esterificacién de todos los grupos hidroxilo se confirmé mediante la
integracion de las sefiales caracteristicas de la unidad de crecimiento en el espectro de
IH-RMN. Adicionalmente, la monodispersidad del compuesto se puso de manifiesto
por la observacién de una unica sefial correspondiente al i6n molecular en el espectro
de masas del compuesto 28, m/z 1173.5 [M+Na]*. La hidrogenacién de este
compuesto, empleando paladio sobre carbono como catalizador, condujo al dendréon de
primera generacién desprotegido 29. La desproteccion se confirmé mediante el analisis
del espectro de 'H-RMN, en el cual se observé la desaparicion de las sefales
correspondientes a los grupos fenilo. Realizando la misma secuencia de reacciones,
acoplamiento con el anhidrido 5 e hidrogenacion, se obtuvo el dendrén de segunda

generacion 31 con buenos rendimientos. La monodispersidad de los productos 29 y 31
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se confirmé mediante espectrometria de masas. En los espectros de masas de ambos
compuestos se pudo observar la existencia de una sefial correspondiente al i6n
molecular, as{ como las sefiales correspondientes a los compuestos doblemente

cargados (Figura 48).

Inte;r(;si E +MS, 0.1-0.3min #(5-9)
x107 ]
125 4 909.4 [M+Na]*

1.00 J

Compuesto 29

025 J 466.2[M+2Na]? m/z 886.5
E | . Lo
0.00 M J " - J . v J M J v . T M T M T M T M T M T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 miz
Intens. +MS, 1.6-1.8min #(20-26)

x106 J
814.3 [M+2Na]?
2.0

] 1605.5 [M+Na]*
15 ]
1o ] Compuesto 31
05 ] m/z 1582.7

k m bbbl s ad |
00 T T T T T T
500 1000 1500 2000 2500 m/z

Figura 48. Espectros de masas ESI de los dendrones 29 y 31.

Cabe destacar que en este caso las reacciones de acoplamiento con el anhidrido
5, tanto del compuesto 27 como del compuesto 29, se realizaron a 40°C, en lugar de a
temperatura ambiente, ya que cuando se ensayaron las reacciones a dicha temperatura,
se obtuvieron mezclas de compuestos en los que no se habian funcionalizado todas las
posiciones, como se dedujo del analisis de los espectros de masas. Es de resefar que, la
presencia del espaciador desde el inicio de la sintesis no permitié cristalizar los
compuestos ya que se trataba de sirupos que se tuvieron que purificar mediante
cromatografia en columna de gel de silice. A pesar de ello, el rendimiento global de la

sintesis es elevado.
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3.2.2. Sintesis de los glicodendrones de primera y segunda generacion.

Una vez realizada la sintesis de los compuestos 29 y 31 era necesaria la
funcionalizacién con acidos carboxilicos de la superficie de estos dendrones, que nos
permitiera posteriormente la introduccién del derivado de manosa 17. Para activar la
superficie de los dendrones se emple6 la misma metodologia que en el caso de los
dendrones basados en el acido 2,2-bis-(hidroximetil)propiénico con TRIS, aunque
aumentando la temperatura hasta 40 °C. De nuevo, las reacciones de acoplamiento a
temperatura ambiente daban lugar en este caso a moléculas incompletas. Asi, el
acoplamiento del monosuccinato de bencilo 18, con los compuestos de primera y
segunda generacion 29 y 31, empleando DCC y DPTS en diclorometano, dio lugar a los

dendrones 32 y 33 respectivamente (Esquema 17).

i )
BocHN\/\{/O\a/\/NHu\/\IrO/\O(OH n
3 o]

n=6, 29 HOH
n=12, 31
18 ¢} Q roH _ O()H)a
DCC, DPTS O -oH
CH.Cl, O.0 n=6
67-68% ud
HO
Ly @b, | S
BocHN o) NH O " [0N"are)
S e A |
T oLyl = O’bH)u
n=6, 32 06 o .4 o
n=12, 33 Ho/Pd (C) @YO%O%OH o |
CH,Cl,/MeOH (1:1) 3o OH
99% gﬁoo
0 KOH
o iy OH
o
% o}
BOCHN\/\Q/O\a,\/NHu\/\n/o/\O< \g/\)LOH>n
3 0
n=6, 34
n=12, 36

Esquema 17. Sintesis de los dendrones de 1% y 2* generacién funcionalizados con acidos
carboxilicos 34 y 35 respectivamente.

La monodispersidad de los compuestos 32 y 33 fue confirmada mediante

espectrometria de masas. En los espectros de ambos compuestos se pudo observar un
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unico pico correspondiente al i6n molecular que indicaba claramente la entrada de 6 y

12 unidades de monosuccinato de bencilo, respectivamente (Figura 49).

Inens

ad [M +2N a] 2+ +MS, 0.5-06min#(11-15)
2+
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6
[M+Na]* Compuesto 32
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T ) 1 1 1 T
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3 13115
) Compuesto 33
[M*]: 3863.5
[M+2Na]2* [M+Na]*
1 1+
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O bl o gy gt et e
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Figura 49. Espectro ESI de masas de los dendrones 32 y 33.

Posteriormente, se llevé a cabo la desproteccion de los grupos carboxilicos
mediante hidrogenacién en las mismas condiciones antes resefiadas. De este modo, se
obtuvieron la primera y segunda generacién de nuestro soporte multivalente con acidos
carboxilicos libres en su supetficie 34 y 35, respectivamente (Esquema 17). En los
espectros de 'H-RMN de estos compuestos se pudo observar la desapariciéon de todas
las sefiales correspondientes a los protones aromaticos, asi como la desaparicion de la
sefial del grupo metileno unido al grupo fenilo. En este caso, no fue posible la
obtencion de los espectros de masas dado el nimero de acidos carboxilicos presentes
en su supetficie y la posibilidad de encontrarse libres o formando sales. Ademas, este
tipo de compuestos no suelen volar bien en los procesos de ionizacién en el
espectrometro de masas y por tanto no se suelen obtener buenos espectros. Sin
embargo, dado que en el caso de los dendrones protegidos de los que proceden si se
lograron obtener dichos espectros, podemos concluir diciendo que la desaparicion de
todas las sefiales caracterfsticas de los bencilos en "H-RMN es suficiente para confirmar

la estructura y monodispersidad de los productos 34 y 35.
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Una vez sintetizados los dendrones monodispersos de primera y segunda
generacion funcionalizados con acidos carboxilicos (34 y 35 respectivamente), la
siguiente etapa consistié en la introduccién del derivado de manosa 17 mediante la
formacién de un enlace amida para obtener los glicodendrones de primera y segunda

generacion.

Las primeras condiciones ensayadas fueron las mismas que se emplearon en la
sintesis del dendrén 3GTBoc(SucMan)z, (1.2 equiv. por hidroxilo del derivado de
manosa 17 y 3 equiv. por hidroxilo de los reactivos DIC y HOBt). Cuando los
dendrones 34 y 35 se hicieron reaccionar con el derivado de manosa 17 empleando esas
condiciones, el analisis de los espectros de 'H-RMN nos mostraron una integraciéon de
las sefiales muy inferior a la esperada en el caso de haber obtenido una completa
funcionalizacion. Por consiguiente, para llevar a cabo el acoplamiento de los dendrones
34 y 35 con el derivado de manosa 17, se ensayaron numerosas condiciones de reaccion

que se recogen en la Tabla 1.

Los productos obtenidos para cada una de las condiciones ensayadas,
mostradas en la Tabla 1, fueron purificados empleando cromatografia por exclusién de
tamafios, Sephadex LH20. El andlisis de las integrales de los espectros de 'TH-RMN en
D20 nos indic6 que las mejores condiciones para la realizacion del acoplamiento

fueron las recogidas en la ultima entrada de la Tabla 1.
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Reactivos Disolvente | Temperatura | Tiempo Resultado
a | 1)34 635 DCC,HOBt (2 eq x ’ 130 mi
ta. 30 min. ;
COOH) DMF ) ) Mezcla
2)0°Cata 2)24h polidispersa
2)17 (1.5 eq x COOH)
b | 1) 34 6 35, DCC, HOBt (2 eq x
c 1) ta. 1) 30 min.
OOH DMF Mezcl
) 2)0a45°C 2)24h viesea
2)17 (1.5 eq x COOH) polidispersa
c | 1)34 635 DCC,HOBt 3 eq x
c 1) ta. 1) 30 min.
OOH DMF Mezcl
) 2)0245°C 2)24h rezca
2)17 (2 eq x COOH) polidispersa
d | 1) 34 6 35, NHS, EDC (3 eq x
. 1) DMF 1) ta 1) 2h
OOH Mezcl
) 2) Py 2) 60°C 2)24h rerci
2)17 (2 eq x COOH) polidispersa
e | 1) 34635, NHS, EDC (3 eq x
. 1) DMF 1 ta 1) 2h
OOH Mezcl
) 2) by 2) 60°C 2)48h e
2)17 (2 eq x COOH) polidispersa
f | 34 635 HATU (2 eq x COOH)
17 (1.5 eq x COOH), DIEA (4 DMF taa45°C 24h Mezcla
eq x COOH) polidispersa
¢ | 34635, HATU (2¢q x COOH)
17 (2 eq x COOH), DIEA (4 eq DMF taa 45°C 48 h Mezcla
x COOH) polidispersa
h | 1) 34 6 35, DIC, HOBt (2 eq x
1) 30 min.
COOH) DMF ta Mezcla
2) 48 h p
2)17 (1.5 eq x COOH) polidispersa
i | 1)34 635 DIC, HOBt (3 eq x
1) ta. 1) 30 min.
COOH) DMF c b Mezcla
2) 40° 2) 48 -
2) 17 (2 eqx COOH) Pohchspersa
i | 1)34635,17 (2 eq x COOH) Productos
DMF t.aa40°C 48 h
2) DIC, HOBt (3 eq x COOH) monodispersos

Tabla 1. Condiciones de acoplamiento de los dendrones 34 y 35 con el derivado de manosa 17.

Asi, los dendrones 34 6 35 y el derivado de manosa 17 (2 eq x COOH) se
disolvieron en DMF anhidra. Posteriormente se realiz6 la adicién a temperatura
ambiente de DIC y HOBt (3 eq x COOH) y se mantuvo la reaccién a 40°C durante 48

h. En estas condiciones se obtuvieron los glicodendrones de primera y segunda
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generacion 36 y 37 con buenos rendimientos tras su purificaciéon por cromatografia de

exclusién por tamafios Sephadex LH20 (Esquema 18).

n=6, 34 17
n=12, 35

DIC, HOBt

DMF, 40°C

80 - 88 %

OH
OH
o]
BocHN o} NHJ\/\[(O I AN A~
\/\(/ \t\/ I .

n=6, 36
n=12, 37

Esquema 18. Sintesis de los glicodendrones 36 y 37.

En el espectro de '"H-RMN en DO de los glicodendrones 36 y 37 (Figura 50),
se observo un desdoblamiento de las sefiales correspondientes a los grupos metilénicos
del fragmento succinico mientras que en el espectro del producto de partida aparecfan
como un unico multiplete. Este resultado indicaba un claro cambio en el entorno
quimico de los mismos, poniendo de manifiesto la formacién de los enlaces amida
consecuencia de la conjugacién del carbohidrato. Ademas, en los espectros de ambos
glicodendrones se pudo observar la aparicién de nuevas sefiales correspondientes a la
unidad de manosa, cuya integracion con respecto a las sefiales propias de los dendrones
ponen de manifiesto la entrada de 6 unidades de manosa en el caso del dendrén de

primera generacion y 12 en el caso de segunda generacion.
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BN TH-RMN del
8/ ,<o o compuesto 34
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Figura 50. Espectros de 'H-RMN de los glicodendrones 36 y 37 en D>O.
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El analisis por espectrometria de masas de los glicodendrones 36 y 37 se llevé a
cabo mediante la técnica MALDI-Tol. En el caso del glicodendrén de primera
generacion 36, las mejores condiciones para registrar este espectro fueron las siguientes:
el producto se disolvié en H>O y se uso el acido 2,5-dihidroxibenzéico (DHB) como
matriz. Asi, como puede observarse en la Figura 51, el espectro muestra un pico a m/z
2739.6 muy mayoritario, el cual corresponde a la entrada de 6 unidades del derivado de

manosa 17.

intens.
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S00 o
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Figura 51. Espectro de masas MALDI-ToF del glicodendrén de primera generacion 36.

En el espectro también se observaba un pico a m/z 24329, que no se
corresponde con el pico esperado si el compuesto presentara una unidad menos de
manosa. Un analisis mas exhaustivo de dicho pico revela que este podia deberse a una
fragmentaciéon del compuesto 36. La fragmentacion observada corresponderia a la

ruptura del enlace éster mas externo de la molécula como se indica en la Figura 51.
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Para el analisis por espectrometria de masas MALDI-ToF del glicodendrén de
segunda generaciéon 37, las mejores condiciones para la obtencion del espectro se
consiguieron disolviendo el compuesto en HxO y usando acido a-ciano-4-
hidroxicinamico (HCCA) como matriz. El espectro de masas muestra un grupo de
sefiales, entre las que se puede obsetvar el pico m/z 5267.3 que corresponde a la
entrada de 12 unidades del derivado de manosa 17 (Figura 52). En el espectro también
aparecen otras seflales a m/z inferiores que, al igual que se obsetvé en el caso del
glicodendrén de primera generacién, no corresponden a la entrada de un menor
nimero de unidades de manosa sino a la fragmentacién de los enlaces ésteres mas

externos de la molécula.

Intens

T T

Figura 52. Espectro de masas MALDI-ToF del glicodendrén de segunda generacion 37.

Una vez obtenidos los glicodendrones de primera y segunda generaciéon (36 y
37), se procedié a la desproteccion del grupo amino. Para ello los compuestos
protegidos se trataron con una mezcla HyO/TFA (1:2) durante 16 horas a temperatura
ambiente. En estas condiciones se obtuvieron los glicodendrones de primera y segunda

generacion que hemos denominado 1GLL(SucMan)s y 2GLL(SucMan)iz,
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respectivamente (Esquema 19). La desprotecciéon del grupo amino se confirmé en el
espectro de '"H-RMN por la desaparicion de la sefial caracteristica del grupo zer#-butilo
(1.36 ppm), asi como la desaparicion de la sefial correspondiente en el espectro de 13C-

RMN a 27.8 ppm tanto para el compuesto 36 como para el compuesto 37.

OH OH
it OH
Q OM 0 OH
BocHN\/\é/O\a/\/NHJ\/\I(O I AN~
3 o n

n=6, 36
n=12, 37

TFA/H,0 (2:1)
16 h, ta.

97-98%

OH OH
o
9 o~ M%HH
HzN\/\(/O\a/\/NHJ\/\[(O o AN~
3 (0]

n=6, 1GLL(SucMan)g
n=12, 2GLL(SucMan),,

Esquema 19. Sintesis de los glicodendrones 1GLL(SucMan)s y 2GLL(SucMan);».

Ademas de la desaparicion de las sefial correspondientes al grupo #rz-butilo, en
los espectros de 'H-RMN y BC-RMN de los productos 1GLL(SucMan)s y
2GLL(SucMan)i2, se pudieron observar notables cambios en dichos espectros que
fueron realizados en las mismas condiciones y disolvente que los espectros de los
correspondientes productos de partida protegidos. A continuacién se comentaran los
cambios detectados en el espectro de 'H-RMN del glicodendrén de 2GLL(SucMan)»
(Figura 53), los cuales son extensibles al glicodendrén de primera generacion

1GLL(SucMan)e.
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Figura 53. Espectros de "H-RMN de los glicodendrones 37 y 2GLL(SucMan)iz en D-O.
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En primer lugar, se pudo observar cambios tanto en los desplazamientos
quimicos como en la multiplicidad de los metilenos correspondientes a la unidad de
crecimiento (CHz,, CHa,, CHz.). En el caso del glicodendrén protegido 37 estas sefiales
aparecfan como un conjunto de singletes anchos en torno a 4.0-4.4 ppm, mientras que
es el caso del glicodendrén desprotegido 2GLL(SucMan)i» los metilos externos (CHa.)
mantenfan su desplazamiento quimico aunque variando su multiplicidad, y los
metilenos internos (CHa,, CHa,) cambiaban sustancialmente su desplazamiento quimico
apareciendo en la zona de 3.5 a 3.9 ppm. También, se pudo observar que las sefiales de
los metilos (CHsp, CHsc) del glicodendrén protegido 37 que apatecian como singletes,
cambiaron su aspecto en el caso del producto desprotegido. Otra variacion observada
fue el desdoblamiento de los protones beta al amino del espaciador. En el espectro de
IH-RMN del glicodendrén protegido 37 estos aparecian como un unico multiplete
centrado a 1.70 ppm, por el contrario en el compuesto desprotegido 2GLL(SucMan)»
la sefial se desdoblaba en dos multipletes centrados a 1.70 y 1.88 ppm. Todas estos
cambios en el desplazanmiento quimico y multiplicidad de las sefiales fueron
corroboradas mediante el analisis de los espectros bidimensonales de correlacion
protén-catbono HMQC, los cuales se muestran en la Figura 54. Estos cambios
detectados en el espectro de 'H-RMN del producto 2GLL(SucMan)i; no tienen una
explicacién sencilla y seguramente se deban a la conformacién diferente de esta

molécula en disolucion.
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Figura 54. Espectros HMQC de los compuestos 37 y 2GLL(SucMan)i».
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3.2.3. Analisis de la actividad biolégica de 1GLL(SucMan)s y 2GLL(SucMan);;
usando biosensores.

Para la evaluaciéon de la actividad biologica de los sistemas preparados
(1GLL(SucMan)s y 2GLL(SucMan)i2) se eligié un experimento de competiciéon. Para
ello se funcionaliz6 un chip CM4 del biosensor (cubierto con una superficie de
carboxidextrano que permite su funcionalizacién mediante la formacién de enlaces
amida), con la proteina a1-3,x1-6 Manotriosa BSA (BSA-Man) que contenia 15 residuos
del trisacarido manotriosa por molécula de BSA. Se hizo fluir una cantidad fija del
dominio extracelular soluble de la lectina (DC-SIGN-EDC) en presencia o ausencia de
los glicodendrones de primera y segunda generaciéon 1GLL(SucMan)s y
2GLL(SucMan)i> preparados previamente. Se inyectaron conjuntamente cantidades
crecientes del compuesto multivalente 1GLL(SucMan)s (6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200,
400 y 800 uM) y una concentracién fija del receptor DC-SIGN (800 UM). En la Figura
55 se representan los sensogramas obtenidos para el ensayo de inhibicién de la
interaccion del receptor DC-SIGN con BSA-Man. En ausencia de inhibidores, se
obtuvo una curva que correspondia al proceso de interaccién de DC-SIGN con la
supetficie funcionalizada con la proteina BSA-Man. Sin embargo, cuando se inyectaron
cantidades crecientes del glicodendrén 1GLL(SucMan)s se observéd una disminucion de
la sefial que era directamente proporcional a la concentracién de glicodendron, lo que
indicaba una inhibicién de dicha interaccion. Desafortunadamente, el analisis de las
curvas del sensograma mostré que el estado de disociacion comenzaba antes de llegar al
estado en el que la superficie se encuentra saturada (situacion de equilibrio en el que la
sefial se estabiliza, probablemente sea debido a una interaccién débil). Dado que los
datos en dicha situacién de equilibrio se utilizan para calcular el ICso no fue posible

estimar el mismo para la inhibicién de la interaccion DC-SIGN/BSA-Man.
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Figura 55. Sensogramas del proceso de inhibicién de la interaccién DC-SIGN/BSA-Man
usando como inhibidor el glicodendrén 1GLL(SucMan)s a distintas concentraciones.

Del mismo modo, se realizé el estudio de inhibicion de la interaccion
empleando el compuesto multivalente 2GLL(SucMan)2. Se inyectaron conjuntamente

cantidades crecientes de dicho glicodendrén (6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200, 400 y 800 wM)
y una concentraciéon fija del receptor DC-SIGN (800 UM). En la Figura 56 se

representan los sensogramas obtenidos para el ensayo de inhibiciéon de la interaccion
del receptor DC-SIGN con BSA-Man. Cuando se inyectaron cantidades crecientes del
glicodendrén 2GLL(SucMan)iz se observé una clara disminuciéon de la  sefial
directamente proporcional a la concentracién de dicho glicodendrén (Figura 56). Esto
indicaba que el compuesto 2GLL(SucMan)iz competia de forma favorable con la
proteina BSA-Man por la interaccién con el receptor DC-SIGN, inhibiendo dicha
interacciéon. En este caso, el analisis de las curvas obtenidas en el sensograma permiti6

estimar un ICso para el glicodendrén de segunda generacion 2GLL(SucMan)i2 de 200
M.
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Figura 56. Sensogramas del proceso de inhibicién de la interaccion DC-SIGN/BSA-Man
usando como inhibidor el glicodendrén 2GLL(SucMan)i; a distintas concentraciones.

De este modo, y mediante el uso de biosensores hemos demostrado que el
compuesto 2GLL(SucMan)12 es capaz de inhibir la interaccién del receptor DC-SIGN y
la glicoproteina BSA-Man. En otras palabras, este compuesto tiene el tamafio y el
nimero de azlcares necesario para poder interaccionar con el receptor DC-SIGN de
manera significativa. Por lo tanto, es un buen candidato para ser conjugado con

biomoléculas y estudiar el proceso de internalizacién dependiente de DC-SIGN.
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4. Marcaje fluorescente e internalizacion.

Como hemos comentado anteriormente el glicodendréon 2GLL(SucMan)iz
tiene la capacidad de interaccionar de forma significativa con el receptor. Ultilizando el
mecanismo de internalizacién en el que DC-SIGN esta involucrado tras la interaccion
con un ligando, como podtia ser nuestro glicodendrén de manosa, pretendemos que
este tipo de sistemas puedan ser internalizados por células dendriticas de forma
receptor-dependiente. Para poder confirmar la entrada de nuestro sistema en el intetior
celular empleando dicho mecanismo, nos planteamos el marcaje fluorescente del
glicodendrén de segunda generacién 2GLL(SucMan)q,. Utilizando diferentes técnicas
como la citomettia de flujo o la microscopia confocal setrfa factible determinar si los
glicodendrones sintetizados pueden ser internalizados y por tanto servir como sistemas
para la introduccién selectiva de moléculas de interés bioldgico dentro de una

determinada diana celular.

4.1. Marcaje fluorescente del glicodendréon 2GLL(SucMan)i,,

Como fluoréforo para el marcaje fluorescente del glicodendrén

2GLL(SucMan)i> se eligi6 un derivado de bodipy. Los derivados de este tipo de
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fluoréforos estan basados en el esqueleto de la molécula de 4,4-difluoro-4-bora-3a, 4a-
diaza-indaceno (Figura 57). Estos fluoréforos presentan propiedades Opticas que
normalmente son mejores que las encontradas para otro tipo de fluoréforos mas
comunes como la fluoresceina,!®® rojo de Texas,'"* etc. El interés de estas sondas
fluorescentes puede atribuirse a sus propiedades fotofisicas. Entre ellas podemos
resaltar que sus caracteristicas de excitacién y de emisién se pueden regular por
modificacién del nucleo de pirrol,1951% poseen un alto coeficiente de absorcién molar
(normalmente logemax > 8,8), altos rendimientos cudnticos de fluorescencia (Or = 1.0,
incluso en agua), buena fotoestabilidad, y bandas estrechas de emisién. Ademas, son
relativamente poco sensibles a la polaridad y al pH del medio, lo que los hace
razonablemente estables en condiciones fisiologicas. Los fluoréforos basados en la
estructura de 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-indaceno son muy versatiles y utiles en
muchas aplicaciones biologicas ya que se pueden emplear para marcar

fluorescentemente biomoleculas como proteinas,'”” ADN18, etc. 109110

Figura 57. Estructura basica de los fluoréforos basados en 4,4-difluoro-4-bora-3a, 4a-diaza-
indaceno.

El derivado de bodipy que tenemos que usar debe presentar en su estructura
una funcionalizacién tal que nos permitiese conjugatlo con el grupo amino terminal del

compuesto 2GLL(SucMan)2. Asi, se planteo la sintesis de un derivado que contuviese

103 Soumillon, P.; Jespers, L.; Vervoort, J.; Fastrez, J. Protein Eng. 1995, &, 451-456.

104 MacBeath, G.; Schreiber, S.L. Science 2000, 289, 1760-1763.

105 Thotesen, L.H.; Kim, H.; Welch, M.B.; Burghart, A.; Burgess, K. Synfes 1998, 1276-1278.

106 Rurack, K.; Kollmannsberger, M.; Daub, J. New J. Chen. 2001, 25,289-292.

107 (@)Karolin, J.; Johansson, L.B.A.; Strandberg, L.; Ny, T. J. Am. Chem. Soc. 1994, 116, 7801-
7806.(b)Haugland, R. P. Handbook of Flnorescent Probes and Research Chemicals, 6th ed.; Molecular
Probes: Eugene, OR, 1996. (c)Tan, K.; Jaquinod, L.; Paolesse, R.; Nardis, S.; Di Natale, C.; Di
Carlo, A.; Prodi, L.; Montalti, M.; Zaccheroni, N.; Smith, K.M. Tetrahedron 2004, 60, 1099-1106.
(d)Yee, M.C,; Fas, S.C.; Stohlmeyer, M.M.; Wandless, T.J.; Cimprich, K. A. J. Bio/. Chem. 2005,
280, 29053-29059. (e)Wagner, R.W.; Lindsey, J.S. Pure Appl. Chem. 1996, 68, 1373-1380.

108 Metzker, M.L. WO Patent WO /2003/066812, 2003.

109 Loudet, A.; Burgess, K. Chem. Rev. 2007, 107, 4891-4932.

110 Gongalves, M.S.T. Chem. Rev. 2009, 7109, 190-212.
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en su estructura un acido carboxilico libre que mediante la formacién de un enlace

amida diera lugar al marcaje fluorescente del compuesto.

El derivado de bodipy seleccionado fue el compuesto 41, el cual fue sintetizado
en el laboratorio de los Profesores Rafael Suau y Ezequiel Pérez-Inestrosa de la
Universidad de Malaga. Este se preparé en cuatro ectapas a partir del 4-

hidroxibenzaldehido 38 segtin se muestra en la Esquema 20.

EtO
irrol, DD
1) NaOH, CH3CN o) 12))';';20"3 Q
—_—
EtsN
EtOJ\/Br 0” H
38 39 40

MeOH / K2003

41

Esquema 20. Sintesis del derivado de bodipy 41.

El compuesto 2GLL(SucMan)i» se hizo reaccionar con el fluoréforo 41
empleando como condiciones de acoplamiento, EDC y HOBt en DMF anhidra. La
posterior purificacion utilizando sephadex LH20 nos condujo al producto

2GLLBodipy(SucMan)iz el cual presentaba un color rojo intenso (Esquema 21).
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Esquema 21. Sintesis del glicodendrén de manosa marcado fluorescentemente con bodipy,
2GLLBodipy(SucMan)i».

En la Figura 58 se muestran los espectros de '"H-RMN del derivado de bodipy
41 (Figura 58a), asi como del glicodendrén de manosa de segunda generacién marcado
fluorescentemente 2GLLBodipy(SucMan)i2 (Figura 58b). El analisis del espectro de
dicho compuesto marcado fluorescentemente nos indica la aparicién de una serie de
seflales que estan en concordancia con el anclaje del fluoréforo 41 al soporte
glicodendritico mediante un enlace tipo amida. Asi, en el espectro que se muestra
podemos observar la aparicién de las sefiales A-G las cuales pertenecen al residuo de

bodipy unido al glicodendrén.
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2GLLBodipy(SucMan),

ppm (f1)

Figura 58. (a) Espectro de "H-RMN del fluoréforo 41 en CDCls. (b) Espectro de "H-RMN del
glicodendrén 2GLLBodipy(SucMan) 12 en MeOH-d4.

Otra variacién observada fue el desdoblamiento de los protones beta al amino
del espaciador. En el espectro de '"H-RMN del glicodendréon 2GLL(SucMan)iz, éstos
aparecian como dos multipletes centrados a 1.70 y 1.88 ppm mientras que en el nuevo
compuesto esta sefial aparece como un unico multiplete centrado a 1.55 ppm (Figura

59).
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Figura 59. Ampliacién de los espectros de "H-RMN del glicodendron 2GLL(SucMan)1z (a) y
del 2GLLBodipy(SucMan);> (b).

Adicionalmente, se realiz6 el estudio de las propiedades espectrocépicas del
derivado de bodipy 41 en comparacion con el glicodendrén marcado fluorescentemente
2GLLBodipy(SucMan)2. En un principio se realizaron estas medidas en agua y no se
observé ninguna variacion significativa en las medidas de maximos de absorcién,
emision y rendimiento cudntico entre las dos moléculas fluorescentes. Ademas, en este
mismo medio también se midié el tiempo de vida media de ambos compuestos
observandose un incremento moderado de éste en el caso del glicodendrén. Dado el
efecto que puede tener el medio (pH, fuerza i6nica, etc.) en la fluorescencia de este tipo
de fluoréforos, también se realizo el estudio de las propiedades fluorescentes del
glicodendrén en un medio HoO-PBS para simular el pH y las condiciones fisiolégicas
en las que se harfan los estudios biolégicos de este tipo de compuestos. Asi, al igual que
en el caso de los estudios en agua no se observé ninglin cambio significativo salvo en la
mejora del tiempo de vida media, por lo que podemos decir que el glicodendron
2GLLBodipy(SucMan)i> posee unas buenas propiedades de fluorescencia a pH
fisiolégico (Figura 60).
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Figura 60. Espectros de emision y absorciéon de UV y fluorescencia. (a) Derivado de bodipy 41
en H>O; (b) Glicodendrén 2GLLBodipy(SucMan)i2 en HxO-PBS.

4.2. Sintesis y marcaje fluorescente de dendrones control.

Adicionalmente, se planted la sintesis del glicodendron de galactosa marcado
fluorescentemente que serfa empleado posteriormente como control negativo para los
estudios de internalizacién en células dendtiticas. El receptor DC-SIGN reconoce
derivados de manosa, fucosa e incluso glucosa pero no galactosa. Este glicodendréon
nos permitiria confirmar que el proceso de internalizacién es dependiente del
carbohidrato y por tanto del receptor DC-SIGN de forma selectiva. Para sintetizar el
glicodendrén de galactosa fue necesaria la sintesis de un derivado de galactosa que
contuviese en su estructura un grupo amino libre, que al igual que en el caso de la

manosa 17, nos permitiese la unién al dendrén de segunda generacion 35.
Asi, el derivado de galactosa 46 se prepard en cuatro etapas a partir de la

correspondiente galactosa peracetilada comercial 42, utilizando la misma metodologia

empleada para la sintesis del derivado de manosa 17 (Esquema 22).
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Esquema 22. Sintesis del derivado de galactosa 46.

La primera etapa consistié en la glicosidacién del compuesto peracetilado 42
con 2-bromoetanol empleando las condiciones descritas previamente en la
bibliografia,''! obteniéndose el derivado glicosilado 43 con un rendimiento del 67%. El
espectro de "H-RMN del producto 43 mostraba la aparicion de un doblete a 4.52 ppm
correspondiente al protén anomérico cuya constante de acoplamiento era 8 Hz, lo que
indicaba la formacién exclusiva del anémero [3. Posteriormente, se realizé la sustitucion
nucledfila del grupo Br del extremo terminal del espaciador del producto 43 por un
grupo azida. Esta etapa se realiz6 utilizando un gran exceso de NaN3; en DMF anhidra,
obteniéndose el derivado 44 de forma cuantitativa. La sustitucion de bromo por azida
fue confirmada por el analisis del espectro de 1C-RMN del producto 44 en que se pudo
observar la desaparicion de la sefial del catbono unido al bromo a 29.8 ppm y la
aparicién de una nueva sefial a 50.6 ppm correspondiente al desplazamiento de un

carbono unido a un grupo azida.

La desacetilaciéon del producto 44 utilizando NaOMe 1M en MeOH condujo
al compuesto 45 con excelentes rendimientos. Mediante el analisis del espectro de H-
RMN se pudo observar la desaparicién de las sefiales correspondientes a los metilos de
los grupos acetato. Por ultimo, la hidrogenacién del grupo azida utilizando como

catalizador paladio sobre carbono a presiéon y temperatura ambiente, condujo al

111 Davis, B.G.; Maughan, M.A.T.; Ullman, A.; Jones, ].B. Tetrabedron: Asymm. 2000, 11, 245-262.
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derivado de galactosa 46. El andlisis del espectro de 13C-RMN del producto 46 mostrd
la desaparicion de la sefial a 52.0 ppm (CH2-N3) y la aparicién de una nueva sefal a 42.3

ppm caracteristica de un carbono unido a un grupo amino.

Una vez sintetizado el derivado de galactosa 46 correctamente funcionalizado,
se llevé a cabo el acoplamiento con el dendrén de segunda generacion 35. Para ello, se
emplearon las mismas condiciones anteriormente utilizadas para la sintesis del
glicodendrén de manosa de segunda generaciéon 37. Asi, el dendrén de segunda
generacion 35 y el derivado de galactosa 46 (2 eq x COOH) se disolvieron en DMF
anhidra. Posteriormente, se realizé la adicién a temperatura ambiente de DIC y HOBt
(3 eq x COOH) y se mantuvo la reaccién a 40°C durante 48 h. En estas condiciones se
obtuvo el glicodendrén de segunda generacién de galactosa 47 con buen rendimiento
tras su purificacién por cromatografia de exclusién por tamafio usando Sephadex LH20

(Esquema 23).

o o
BocHN\/\é/O\a;\/NHJ\/\g/O/\O<O\g/\)LOH> 12
35

46

DIC, HOBt
DMF, 40°C
82%

[0}
OH
i o O\H/\)‘\ Hm\
BOCHN\/\é/O\a/\/NHJ\/\n/ I FIN \/\O o
3 Y 12

47

Esquema 23. Sintesis del glicodendrén de galactosa 47.

Al igual que en el caso del glicodendrén de manosa de segunda generacion 37,
en el espectro de 'H-RMN en D»O del glicodendrén 47 se observé un desdoblamiento
de las sefiales correspondientes a los grupos metilénicos de los succinicos mientras que
en el espectro del producto de partida aparecfan como un dnico multiplete. Este

resultado indicaba un claro cambio en el entorno quimico de los mismos, poniendo de
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manifiesto la formacién de los enlaces amida necesarios para la conjugacion del
carbohidrato. Ademas, en el espectro también se pudo apreciar la aparicién de nuevas
seflales correspondientes a la unidad de galactosa, cuya integraciéon con respecto a las
sefiales propias de los dendrones pusieron de manifiesto la entrada de 12 unidades de

galactosa (Figura 61).

H,-H7 + CHO
cH2 a+b+ct H1
——
T T T T T T T T T T 1
5.0 4.5 4,0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 i.0 oem

Figura 61. Espectro de "H-RMN de los glicodendrones 47 en D>O.

Una vez obtenido el glicodendrén de galactosa 47, se realiz6 la desproteccion
del grupo amino. Para ello, dicho compuesto se traté con una mezcla HoO/TFA (1:2)
durante 16 horas a temperatura ambiente, bajo estas condiciones se obtuvo el
glicodendrén 2GLL(SucGal)iz (Esquema 24). La desproteccion del grupo amino se
confirmé en el espectro de 'H-RMN por la desaparicién de la sefial caracteristica del
grupo zert-butilo (1.36 ppm) del producto 47, asi como la desaparicién de la sefial

correspondiente en el espectro de 3C-RMN a 27.8 ppm.
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Esquema 24. Sintesis del glicodendrén 2GLL(SucGal)iz y del glicodendrén marcado
fluorescentemente 2GLLBodipy(SucGal).

Posteriormente, se realiz6 el acoplamiento del glicodendrén de galactosa con el
fluoréforo 41, obteniéndose de este modo el glicodendrén  marcado
2GLLBodipy(SucGal)1z (Esquema 24). El analisis del espectro 'H-RMN del
glicodendrén de galactosa marcado fluorescentemente presentaba al igual que en el caso
del compuesto 2GLLBodipy(SucMan)i» la aparicion de las sefiales del fluoréforo 41 lo
que determiné el anclaje de éste al soporte glicodendritico mediante un enlace tipo

amida.
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Otro control negativo para los estudios de internalizacién celular interesante
serfa el mismo dendrén pero sin azicares. Este sistema nos permitirfa demostrar que
son los carbohidratos los que realmente inducen la internalizaciéon de forma selectiva
dependiente del receptor. Podria ocurrir que en las células utilizadas hubiera algun
receptor de galactosa y por tanto podria interferir en el estudio de la selectividad del
proceso de internalizaciéon dependiente del receptor DC-SIGN. Por ello se plante6 la

sintesis del derivado 52 (Figura 62) que presenta grupos hidroxilo en su superficie.

~OH

o) {
\/U\NH/\/O\/\O/\/O\/\/NH AY/

é_\

O
L5
HONOH
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N\E\ HO/\/OH

o o O/\,OH
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?ﬁﬂ: :

Ol

52

I

Figura 62. Dendrén control 52 con grupos hidroxilo en su superficie marcado fluorescentente.

El primer paso de esta ruta sintética implicaba el acoplamiento mediante un
enlace éster del 2-benciloxietanol comercial al dendrén 35 (Esquema 25). Para ello se
utilizaron las condiciones empleadas anteriormente para la obtencién de los dendrones
de primera y segunda generacion 32 y 33 (DCC, DPTS y como disolvente

diclorometano a 40°C).
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Esquema 25. Sintesis del dendrén 48 a partir del dendrén 35.

Sin embargo, en estas condiciones se obtuvo una mezcla de productos
consecuencia de una entrada incompleta del 2-benciloxietanol tal y como se muestra en
la Figura 63. El aumento en el nimero de equivalentes de alcohol, DCC o HOBt no
mostré una mejora significativa, obteniéndose espectros de masas muy similares. El
cambio de disolvente por otros tales como THF o DMF no condujo en ningin caso al

producto monodisperso deseado.

Intens.

0S551.d: +MS, 1.2-1.2min #(27-30
x104

Compuesto 48 10
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Figura 63. Espectro de masas ESI del dendrén 48.

Dado que hasta el momento, los acoplamientos tipo éster que se habian
realizado mediante el empleo de DCC y DPTS habfan dado excelentes resultados en la
obtencién de productos monodispersos, se plante6 que el problema podia radicar en el
acoplamiento sobre una superficie de polidcidos como es el producto 35. Asi, se
plante6 una nueva sintesis del derivado 48 a partir del dendrén de segunda generacion
31. Esta ruta implicaba la sintesis del producto 49 que tras el acoplamiento nos
conducirfa al dendrén deseado. El producto 49 se obtuvo mediante la apertura del
anillo de anhidrido succinico por ataque nucleofilo del 2-benciloxietanol en piridina

(Esquema 26). La formacién del producto pudo confirmarse claramente mediante la
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apariciéon de las sefiales caracteristicas del grupo bencilo a 7.12 y 4.34 ppm en el

espectro "H-RMN.

fo) [0}

ovo + oB Piridina o
HO TR - . HO)J\/\H/ ~"0Bn
24h, 96% )

49

Esquema 26. Sintesis del derivado 49.

Una vez sintetizado el derivado 49 se llevé a cabo el acoplamiento mediante el
empleo de las condiciones usadas anteriormente (DCC, DPTS, CH2Clz, 40°C) con el
dendrén de segunda generacion 31. De este modo se obtuvo el producto 48 (Esquema

27).
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Esquema 27. Sintesis del dendrén 48 a partir del dendrén 31

La monodispersidad del producto 48 fue confirmada mediante espectrometria
de masas. En el espectro de este compuesto se pudo observar una unica sefial
correspondiente al i6n molecular que indicaba claramente la entrada de 12 unidades del

derivado 49 (Figura 64).
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Figura 64. Espectro ESI de masas del dendréon 48 monodisperso.

La desproteccion selectiva del grupo carbamato del producto 48 se llevé a cabo
empleando condiciones clasicas (CH2CL/TFA (1:1) a temperatura ambiente)
obteniéndose el compuesto 50 de forma cuantitativa. La eliminacién del grupo
protector Boc se confirmé mediante el espectro de 'H-RMN de este compuesto, en el
que se pudo observar la desaparicion de la sefial a 1.42 ppm caracteristica del grupo zers-
butilo del Boc. Posteriormente, se llevé a cabo la desproteccion de los grupos
hidroxilos mediante hidrogenacién catalizada por paladio sobre carbono. De este
modo, se obtuvo el dendrén 51 el cual presenta los grupos hidroxilos libres en su
supetficie. En el espectro de 'TH-RMN del producto 51 se pudo observar la desaparicién
de todas las sefales correspondientes a los protones aromaticos, asi como la

desaparicién de la sefial del grupo metileno unido al grupo fenilo (Esquema 28).
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Esquema 28. Sintesis del dendrén 51.

Una vez obtenido el dendrén 51, el cual posee un grupo amino terminal libre,
se hizo reaccionar con el fluoréforo 41 con objeto de obtener el dendrén que contenfa
grupos hidroxilo en la superficie marcado fluorescentemente. Para ello, se emplearon

las mismas condiciones de acoplamiento que en el caso de los glicodendrones de
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manosa y galactosa (EDC, HOBt en DMF anhidra) (Esquema 29). La posterior
purificacién empleando sephadex LH20 nos condujo al producto 52 que al igual que los

productos anteriores presentaba un color rojo intenso.
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Esquema 29. Sintes1s del dendrén control 52 marcado fluorescentemente.

En el espectro de 'H-RMN en MeOH-d4 se pudo observar la presencia de
todas las sefiales caracteristicas del fluoréforo introducido. Ademas, el espectro de
masas verifico6 que el derivado obtenido era el correspondiente al dendrén

funcionalizado fluorescentemente 52 (Figura 65).

WS, 0.5 1. fmin |{1223) ‘

Figura 65. Espectro de masas ESI del dendrén marcado con bodipy 52.

Desafortunadamente, el dendrén control 52 preparado para ser utilizado en los
estudios de internalizacion resulto ser un compuesto poco soluble en medios acuosos y

por lo tanto no han podido emplearse en dichos estudios.
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4.3. Estudios de internalizacion de los glicoconjugados 2GLLBodipy(SucMan):;
y 2GLLBodipy(SucGal)12

Una vez preparados los compuestos glicodendriticos  marcados
fluorescentemente, 2GLLBodipy(SucMan)i2 y 2GLLBodipy(SucGal)iz, la idea era
demostrar que dichos compuestos eran capaces de interaccionar con un receptor
presente en la superficie celular e internalizarse de forma receptor-dependiente en el
citoplasma de dichas células. Los compuestos que se pretenden internalizar presentan
como carbohidrato en su superficie unidades de manosa y por tanto era necesario
utilizar células que presentaran un receptor capaz de reconocer manosas como es la

lectina DC-SIGN Figura 66.
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Figura 66. Representacion esquematica del proceso de internalizacion de un glicodendrén de
manosa mediado por DC-SIGN.
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Para ello se usaron células dendriticas inmaduras, que expresan en gran
cantidad el receptor DC-SIGN en su superficie, obtenidas a partit de células
leucocitarias de donantes sanos. Estas células dendriticas, se incubaron en presencia de
diferentes concentraciones de los glicodendrones de manosa y galactosa durante 1 hora
a 37° C, temperatura a la cual tienen lugar los procesos de internalizacién. De este
modo la mayor parte de la sefial detectada correspondetifa al proceso de internalizacion
ya que este se ve favorecido en las condiciones experimentales empleadas. Para poder
cuantificar los niveles de internalizacién del receptor de los sistemas preparados se

realizaron ensayos de interaccién/internalizacion empleando citometria de flujo.

La citometria de flujo es un método de analisis automatizado en el que células
individuales, u otras particulas biolégicas, inmersas en una corriente, son sometidas a un
haz luminico y examinadas por sensores, que miden sus caracteristicas fisicas o
quimicas. Si el analisis incluye la deteccion de fluorescencia hablamos estrictamente de
citofluorimetros de flujo conocidos como citémetros o FACS. En nuestro caso, hemos
empleado la citometria de flujo para cuantificar el grado de interaccion e internalizacién
de los glicodendrones fluorescentes preparados empleando para ello el aumento de la
seflal de fluorescencia de una media geométrica de células. Al interaccionar y
posteriormente internalizar los glicodendrones fluorescentes se produciria una senal de
fluorescencia debido a la presencia de estos ligandos bien en la superficie celular o en el

interior de la misma.

Los resultados obtenidos en estos experimentos demuestran que ambos
glicodendrones (con manosas y con galactosas como ligandos) interaccionan con el
receptor y son internalizados en las células dendriticas, aunque como puede observarse
en la Figura 67 la sefial del glicodendrén 2GLLBodipy(SucMan)i; es entre 2.5 y 3 veces
mayor que la del glicodendrén 2GLLBodipy(SucGal).
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Figura 67. Ensayos de interaccién/internalizacién de los  glicodendrones
2GLLBodipy(SucMan)2 y 2GLLBodipy(SucGal)12 empleando citometria de flujo.

Estos resultados demuestran que este tipo de glicodendrones son capaces de
interaccionar con el receptor DC-SIGN e internalizarse al interior de las células
dendriticas. Aunque el receptor DC-SIGN no es capaz de reconocer galactosas, el
glicodendron que lleva como ligando este tipo de carbohidrato es internalizado en las
células dendriticas, aunque en menor medida que el que presenta manosas. Una
explicacion para este hecho podria ser que las células dendriticas pueden expresar en su
superficie otros receptores distintos de DC-SIGN capaces de interaccionar con
galactosas lo que explicaria los resultados encontrados. Es claro que el glicodendrén de
galactosas 2GLLBodipy(SucGal)iz no es un control negativo adecuado para estos
experimentos aunque la diferencia encontrada entre el compuesto de manosa y
galactosa pone en evidencia la selectividad del proceso dependiente de un receptor. A la
vista de estos resultados podemos concluir que los glicodendrones sintetizados que
contienen 12 copias de manosas son capaces de ser internalizados en las células
dendriticas via DC-SIGN. Para confirmar el proceso de internalizacién al interior
celular se estan llevando a cabo estos estudios usando un microscopio confocal y
marcadores especificos de determinados estructuras intracelulares para confirmar que el
proceso de interacciéon del glicodendrén con el receptor conduce a un proceso de

internalizacién mediado por dicho receptor.
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Estos resultados muy prometedores abren las puertas para la potencial
utilizacién de estos sistemas glicodendriticos como transportadores selectivos de
moléculas (farmacos, péptidos, acidos nucleicos) que puedan conjugarse a dichos
sistemas con aplicaciones en diferentes campos de investigaciéon como pueden ser la
terapia génica no viral, el desarrollo de vacunas, y el transporte selectivo de farmacos

aumentando su eficiencia y disminuyendo los potenciales efectos secundarios.

La implicacién de DC-SIGN en procesos de sefalizaciéon hace de este
receptor una diana muy interesante para poder modular, a través de la interaccion de
diferentes carbohidratos con dicho receptor, el proceso de sefializacién y por tanto una
respuesta inmune especifica.®

Para evaluar si nuestros sistemas glicodendriticos, al interaccionar con el
receptor DC-SIGN, dan lugar a algin tipo de sefalizacién, se llevaron a cabo
experimentos en los que se analizo la secrecion de citoquinas mediante ELISA, usando
de nuevo las DC inmaduras obtenidas a partir de células leucocitarias de dos donantes
sanos. Estas células se incubaron en presencia o ausencia de ambos glicodendrones y en

presencia o ausencia de lipopolisacaridos (LPS) durante 18 horas a 37° C.

Los Lipopolisacaridos (LPS) son macromoléculas constituidas por un lipido y
un polisacarido, que se encuentran en la membrana externa de bacterias Gram-
negativas. Estos actian como endotoxinas prototipo porque pueden ser reconocidas
por TLRs desencadenado, entre otras respuestas, la secreciéon de la citoquina
interleuquina 10 (IL-10). El reconocimiento de los epitopos de manosa por el receptor
DC-SIGN puede hacer que éste actué como inmunomodulador, activando los TLRs y
aumentando por tanto el reconocimiento de LPS, un efecto que tendria como

consecuencia el aumento de la produccion de IL-10.

9 (a) Zhou, T.; Chen, Y.; Hao, L.; Zhang, Y. Ce/l. Mol. Immunol. 2006, 3, 279-283. (b) van Kooyk,
Y. Biochem. Soc. Trans. 2008, 36, 1478-1481. (c) den Dunnen, J.; Gringhuis, S.I; Geijtenbeek,
T.B.H. Cancer Immunol. Immunother. 2009, 58, 1149-1157. (d) Geijtenbeek, T.B.H.; den Dunnen,
J.; Gringhuis, S.I. Future Microbiol. 2009, 4, 879-890. (e) Gringhuis, S.I.; Dunnen, J.; Litjens, M.;
Vlist, M.; Geijtenbeek, T.B.H. Nat. Immunol. 2010, 70, 1081-1089. (f) Dunnen, J.; Gringhuis, S.I;
Geijtenbeek, T.B.H. Immunol. Lest. 2010, 128, 12-16.
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Mediante este experimento, se observé, como puede verse en la Figura 68, un
cierto grado de sinergia en la elevacion de la secrecion de la citoquina, IL-10 en el caso
del glicodendrén 2GLLBodipy(SucMan)iz en presencia de LPS, y en menor medida con
el glicodendrén 2GLLBodipy(SucGal)i2. Estos resultados indican que estos
glicodendrones pueden inducir una sefializacién determinada tras su interaccién con el
receptor DC-SIGN. Sin embargo, este efecto es dependiente del donante del que se
obtengan las células dendriticas, como se ve en la Figura 68, el efecto es diferente en el
caso del donante B, en el que dicho efecto no esta tan claro ya que se aprecian menos
diferencias en la produccién de I1.-10.
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Figura 68. Experimentos de secrecién de citoquinas IL-10 10 por los glicodendrones de
manosa y galactosa en presencia de LPS.

En resumen podemos decit que se han preparado glicodendrones que

presentan 12 unidades de manosa o de galactosa marcados fluorescentemente
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(2GLLBodipy(SucMan)i» y 2GLLBodipy(SucGal)1» respectivamente) los cuales se han
empleado para realizar estudios de interaccién/internalizacién que han sido evaluados
mediante citomettia de flujo, asi como experimentos de secrecién de citoquinas 11.-10
evaluados mediante el empleo de ELISA en células dendriticas. Estos experimentos han
puesto de relieve que el proceso de internalizacién es dependiente del carbohidrato y

por tanto del receptor DC-SIGN de forma selectiva.
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5. Conjugaciéon de biomoléculas.

Como comentamos en el capitulo 3 de la presente memoria el glicodendrén
2GLL(SucMan)i» tiene la capacidad de bloquear la interaccién entre el receptor DC-
SIGN y la glicoproteina BSA-Man. Aprovechando el mecanismo de internalizacién del
receptor DC-SIGN vy la interaccién entre DC-SIGN vy el glicodendrén de manosa de
segunda generaciéon 2GLL(SucMan)i> nos planteamos la preparaciéon de sistemas
multivalentes mixtos que presenten carbohidratos y otras moléculas de interés
biolégico. De esta forma, estos glicodendrones mixtos interaccionarfan de forma
selectiva con el receptor DC-SIGN a través de los carbohidratos y se internalizarfan
introduciendo de forma selectiva las moléculas de interés biologico que llevan ancladas.
Como moléculas de interés biolégico por la potencial aplicacién que pueden tener en el

futuro, vamos a emplear péptidos y oligonucleétidos.

Los carbohidratos son moléculas poco inmunogénicas y no van a dar lugar a
anticuerpos especificos frente a los mismos; sin embargo, los péptidos en general si lo
son. Seleccionando adecuadamente estos péptidos se podtia internalizar en las células

dendriticas estos sistemas desencadenando una respuesta inmune especifica frente a
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dichos péptidos que se podria utilizar en el desarrollo de vacunas frente a un

determinado tipo de enfermedad.!!?

Ademas de la generacion de vacunas, los sistemas multivalentes mixtos también
podrian emplearse en transferencia de plasmidos en lo que se denomina terapia génica.
Desde el descubrimiento del origen genético (gen defectuoso, inactivo, etc.) de muchas
enfermedades frente a las cuales no hay por el momento ningun tipo de terapia, la
esperanza para curar este tipo de enfermedades reside en lo que se denomina la terapia
génica. Esta terapia génica consiste en la sustitucién del gen defectuoso por otro
funcional utilizando un vector de transferencia adecuado.!’® Inicialmente se han
utilizado vectores de transfeccion basados en sistemas virales, pero estos sistemas estin
dando muchos problemas desde el punto de vista experimental, ético y de seguridad.
Por esta razon, el uso de vectores no virales ha recibido una gran atencién en los
ultimos afios. Aunque se han desarrollado un gran nimero de estos vectores, todos
ellos adolecen de una falta parcial o total de selectividad a la hora de transferir el
plasmido a una determinada célula diana.!''* En este sentido, se pretende utilizar los
glicodendrones para conseguir plasmidos de forma que, a través de los carbohidratos
del sistema multivalente, se dote al sistema una especificidad adecuada en funcién del
carbohidrato elegido para cada tipo de receptor celular. De esta forma, se podra hacer

una transferencia selectiva del plasmido a un determinado tipo de célula diana.

En este capitulo se ha estudiado la funcionalizacién del sistema multivalente de
carbohidratos 2GLL(SucMan)i> para generar sistemas mixtos con un péptido o un

oligonucle6tido modelo.

A continuacién se hara un breve repaso sobre los distintos tipos de adicién
quimioselectiva que han sido empleados mayoritariamente en los procesos de

conjugaciéon de biomoléculas.

112 Rojo, J. Anti-Infective Agents Med. Chem. 2009, 23, 50-72.
113 Stephanopoulos, N. Harvard Sci. Rev. 2001, 74, 43-46.
4 Ferber, D. Science 2001, 294, 1638-1642.
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5.1. Adicién quimioselectiva.

La adiciéon de biomoléculas quimioselectiva es el acoplamiento covalente de
dos o mas sustancias desprotegidas en medio acuoso en el cual dichas moléculas estan
altamente funcionalizadas y contienen unicamente un grupo reactivo funcional. El
concepto subyacente que caracteriza la adicién de biomoléculas quimioselectiva es el
término “bioortogonalidad”. En otras palabras, el par de grupos funcionales que dan
lugar a la unién deben ser los unicos que se vean alterados. En resumen podemos decir
que la mejor conjugacion de moléculas de forma quimioselectiva debe ser: rapida, de
elevado rendimiento, no debe requerir un gran exceso de reactivos (y si lo emplea que
sean facilmente reutilizables), deben llevarse a cabo en medios acuosos sin requerir el

uso de co-disolventes y han de ser irreversibles en condiciones fisiologicas.

Una de las reacciones que ha sido empleada en este tipo de uniones
quimioselectivas han sido las reacciones de cicloadicion (Figura 69), entre ellas
podemos destacar la cicloadicién 1,3-dipolar de Huisgen entre azidas y alquinos (Figura
09B). La utilidad de este tipo de reacciones radica en la facilidad para introducir las
funciones alquino o azida en moléculas organicas, y en el hecho de que estas funciones
son estables bajo una gran variedad de condiciones. Ademas, son fundamentalmente
inertes tanto en disolventes organicos como en condiciones fisiolégicas donde existen
moléculas con alta funcionalizacién, inertes en presencia de oxigeno molecular y/o

agua, y bajo la mayoria de las condiciones comunes en sintesis organica.
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A

1 Diels-Alder R!
NI iy =N i
R/\/\ I l\/

Dieno Diendfilo
B Cicloadicion R
R! 1,3- dipolar
R \ de Huisgen N__R'(R?
N+ N\\j\l/
o N
I\ R2 RZ(R")
Azida Alquino Triazol

Figura 69. Cicloadiciones que han sido empleadas en uniones quimioselectivas. A) Reaccién de
Diels-Alder; B) cicloadiciéon 1,3-dipolar de Huisgen.

Este tipo de reacciones han sido empleadas en numerosos campos como por
ejemplo el disefio de microarrays,''> generacion de inhibidores enzimaticos,'

modificacion de la superficie de virus!!? y bacterias!'s, etc.

Un ejemplo interesante de este tipo de metodologia fue el empleado por Davis
y colaboradores!!? para realizar la sintesis de una glicoproteina. Para abordar la sintesis
de la glicoproteina emplearon una proteina modelo SspG (Sulfolobus solfactaricus p-
Slicosidase) en la que el aminoacido alanina de la posicion 43 se habia sustituido por un
aminoacido no natural que contenfa un grupo azida. Mediante el empleo de una
cicloadicion catalizada por cobre (I) introdujeron el tetrasacarido sialico de Lewis x que

contenia un grupo alquino (Figura 70).

115 Fazio, F.; Bryan, M. C,; Blixt, O.; Paulson, ]. C.; Wong, C.H. J. Am. Chem. Soc. 2002, 124,
14397-14402.

116 TLewis, W.G.; Green, L.G,; Grynszpan, F; Radic, Z.; Carlier, PR.; Taylor, P; Finn, M.G,;
Sharpless, K.B. Angew. Chem. Int. Ed. 2002, 41, 1053-1057.

17 Wang, Q.; Chan, T.R.; Hilgraf, R.; Fokin, V.V.; Shatpless, K.B.; Finn, M.G. J. An. Chem. Soc.
2003, 725, 3192-3193.

U8 Link, J.A.; Tirrell, D.A. J. Am. Chem. Soc. 2003, 7125, 11164-11165.

119 van Kasteren, S.1.; Kramer, H.B.; Jensen, H.H.; Campbell, S.J.; Kirkpatrick, J.; Oldham, N.J.;
Anthony, D.C.; Davis, B.G. Nature 2007, 446, 1105-1109.
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Figura 70. Sintesis de una glicoproteina mediante cicloadicién 1,3-dipolar.

Otro grupo importante de reacciones empleadas en uniones quimioselectivas
son aquellas que implican la utilizacién de pares electréfilo-nucledfilo que pueden
reaccionar selectivamente entre s{ bajo condiciones fisiologicas. Por ejemplo, grupos
carbonilo (aldehidos y cetonas) pueden reaccionar con grupos aminooxi, hidrazinas y
tiosemicarbazidas dando lugar a oximas, hidrazonas y tiosemicarbazonas

respectivamente (Figura 71).

A _O..
(o] R 1\1
RONH, R1J\R2 > R1J\R2
Aminooxi Oxima
B H
R/N\NHz toROR R “R?
Hidrazida Hidrazona
c H H
N N

o R N
- B 5 §
R/ \”/ \NHZ R1 R2 R1
S
Tiosemicarbazida Tiosemicarbazona

RZ

Figura 71. Reacciones de unién quimioselectiva que implican la utilizaciéon de carbonilos como

electroéfilos.

La unién quimioselectiva via oxima es especialmente interesante para la

preparacién de bioconjugados, asi en la bibliografia podemos encontrar numerosos
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ejemplos en la preparacién de vacunas,'?’ microarrays,'?! agentes de imagen,!?? agentes

terapéuticos para el tratamiento contra el cancer,'?? protefnas miméticas,!>* etc.

Un ejemplo interesante de este tipo de uniones quimioselectivas via oxima, es
la empleada por Dumy y colaboradores'? en la preparacion de conjugados
glicopéptidos-oligonucleétidos. Estos autores emplean una plataforma ciclopeptidica
“RAFT” (regioselectively addressable functionalized templates) para el anclaje de varios
carbohidratos y un oligonucleétido (Figura 72). Las multiples copias del carbohidrato
fueron unidas a una de las caras de la plataforma, mientras que la otra cara fue
empleada para el anclaje del oligonucleétido. Tanto los residuos de lactosa como el
oligonucleétido fueron conjugados a la plataforma peptidica mediante la formacion
secuencial de enlaces tipo oxima. Los autores seleccionaron este tipo de conjugacién
porque suele ser muy eficiente, compatible con el empleo de fragmentos desprotegidos
y puede llevarse a cabo en ausencia de reactivos de acoplamiento con una minima

manipulacién quimica.

120 (a) Grigalevicius, S.; Chierici, S.; Renaudet, O.; Lo-Man, R.; Deriaud, E.; Leclerc, C.; Dumy, P.
Bioconjugate Chem. 2005, 16, 1149-1159. (b) Renaudet, O.; BenMohamed, L.; Dasgupta, G;
Bettahi, I.; Dumy, P. ChenzMedChenz 2008, 3, 737-741. (d) Cremer, G.A.; Bureaud, N.; Leliévre,
D.; Piller, V.; Piller, F.; Delmas, A. Chem. Eur. ]J. 2004, 70, 6353-6360. (¢) Cremer, G.A,;
Bureaud, N.; Piller, V.; Kunz, H.; Piller, F.; Delmas, A.F. ChemMedChenz 2006, 1, 965-968.

121 (a) Zhou, X.; Zhou, |. Biosens. Bioelectron. 2006, 27, 1451-1458. (b) Falsey, J.R.; Renil, R.; Park,
S.; Li, S.; Lam, K.S. Bioconjugate Chem. 2001, 712, 346-353 (c) Liu, Y.; Chai, W.; Childs, R.A.; Feizi,
T. Methods Enzgymol. 2006, 415, 326-340.

122 Renaudet, O.; Dumy, P. Eur. J. Org. Chene. 2008, 32, 5383-3586.

123 (a) Garanger, E.; Boturyn, D.; Jin, Z.; Dumy, P.; Favrot, M.C.; Coll, J.L. Mol Ther. 2005, 12,
1168-1175 (b) Foillard, S.; Jin, Z.; Garanger, E.; Boturyn, D.; Favrot, M.C.; Coll, ].I..; Dumy, P.
ChemBioChem 2008, 9, 2326-2332.

124 (a) Dolphin, G. T.; Dumy, P.; Garcia, J. Angew. Chem. Int. Ed. 2006, 45, 2699-2702 (b)
Séneque, O.; Crouzy, S.; Boturyn, D.; Dumy, P.; Ferrand, M.; Delangle, P. Chenz. Comnrun. 2004,
7, 769-770.

125 Singh, Y.; Renaudet, O.; Defrancq, E.; Dumy, P. Ozg. Le#t. 2005, 7, 1359-1362.
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Figura 72. Conjugados de lactosa y oligonucle6tido via oxima empleando como plataforma un
RAFT.

Otro grupo de reacciones que se emplean en la unién quimioselectiva es la
adicién de grupos tiol a una amplia variedad de electréfilos, como son grupos
haloacetilo, maleimidas, disulfuros, sulfamidatos y ésteres a,B-insaturados, dando lugar a

una amplia gama de productos (Figura 73).
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Figura 73. Diferentes reacciones quimioselectivas en las que se encuentran implicados grupos
tiol.

Este tipo de reacciones se pueden llevar a cabo en agua, en condiciones de pH
cercanas a la neutralidad. Los tioles son excelentes grupos nucledfilos y presentan una
excelente selectividad con numerosos electréfilos. Sin embargo, existen muchos grupos
tiol presentes en medios biologicos que pueden interferir facilmente en este tipo de
unién quimioselectiva (por ejemplo los presentes en la cisteina y el glutatién). De este
modo, la formacién de enlaces tioéter o disulfuro no es completamente bioortogonal y
generalmente puede ser usada cuando no compiten otros grupos tiol presentes en
medios biolégicos. Otro inconveniente del uso de tioles reside en la gran tendencia de
éstos a oxidarse dando lugar a homodimeros unidos mediante enlaces disulfuro. No

obstante, los grupos tiol son empleados en numerosas reacciones de uniéon
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quimioselectiva, como la preparacién de microarrays,'?6 vacunas,!?” agentes inhibidores

en la infeccién del VIH,!28 etc.

Una de las reacciones de este tipo mas empleada en la literatura es la adicién de
tioles a grupos maleimida. L.a maleimida es una imida insaturada de gran importancia en
sintesis organica. Posee dos grupos carbonilo conjugados con un doble enlace, que le
hace ser un doble enlace pobre en electrones susceptible de reaccionar con una amplia
gama de nucledfilos. La maleimida también incluye una clase de derivados de la
maleimida donde el protén del grupo NH es sustituido por grupos alquilo o arilo. El

sustituyente puede ser también un polimero como el polietilenglicol (Figura 74).

O
NH N—R R= alquilo, arilo, polietilenglicol, etc

O

Figura 74. Derivados tipo maleimida.

La bioconjugacion via maleimida es una estrategia bastante comun la cual
implica la adicién de Michael del tiolato de una biomolécula al doble enlace de una

maleimida formando un succinamidil tioéter (Figura 75).

O
R;-S
R,-SH + | N— . N_\
R, R>
o o}

Figura 75. Adicién tipo Michael de un tiolato a un detivado de maleimida.

126 (a) Smith, E.A.; Thomas, W.D.; Kiessling, L. L.; Corn, RM. J. Am. Chem. Soc. 2003, 125,
6140-6148. (b) Park, S.; Shin, 1. Angew. Chem. Int. Ed. 2002, 41, 3180-3182. (c) Kéhn, M.; Benito,
J.M,; Ortiz, M.C.; Lindhorst, T.K.; Garcia-Fernandez | .M. ChenBioChenr 2004, 5, 771-777.

127 Wright, K.; Guerreiro, C.; Laurent, I.; Baleux, F.; Mulard, L.A. Org. Biomol. Chem. 2004, 2,
1518-1527.

128 (a) Ni, J.; Singh, S.; Wang, L.X. Bioconjugate Chem. 2003, 14, 232-238. (b) Shin, L; Jung, H.J.;
Lee, M.R. Tetrahedron 1ett. 2001, 42,1325-1328.
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Un ejemplo interesante de este tipo de acoplamiento fue el descrito por Wang y
colaboradores.!”  Estos autores describen la sintesis de un cluster de maleimidas
centrado en un nicleo de glucosa o galactosa y su aplicaciéon como un nuevo tipo de
TASPs (Template assembled multivalent peptides). El cluster de maleimidas permitio
acceder de una forma rapida y muy eficiente a un sistema polipeptidico a través de la
adicién de los grupos tiol de las cadenas laterales de las cisteinas presentes en los
péptidos a las maleimidas del cluster empleando condiciones suaves de pH y

temperatura (Figura 76).

Ac-Péptido-NH,
Ac-Péptido-NH,

o — S
/ TN ° o
0 (0]

S
N N
N
pH=7, t.a. Ac—Péptido-THz o)
[o}

(o]
6]
o O R S 6] o
T\ o Ac-Péptid|o-NH2
N
Mo ~ SH o
(o]

Figura 76. Formacion de TAPs a través de la adicién de tioles a maleimidas.

Entre todas las reacciones quimioselectivas que se han descrito, nosotros
hemos seleccionado esta ultima, la adicién de tioles a maleimidas. La razén fundamental
ha sido la existencia de numerosos precedentes bibliograficos y sobre todo, la
accesibilidad del grupo tiol en las biomoléculas y la facil introduccién de un grupo

maleimida en nuestro glicodendrén.

5.2. Sintesis de glicoconjugados a través de derivados de maleimida.

Para llevar a cabo el acoplamiento de diferentes moléculas de interés bioldgico,

como péptidos u oligonucledtidos, a los glicodendrones preparados con anterioridad a

129\Wang, L.X.; Ni, J.; Singh, S. Bioorg. Med. Chem. 2003, 71, 159-166.

142



Conjugacion de biomoléculas

través de una reaccién quimioselectiva de tiol a maleimida habrfa que funcionalizar
dichos glicodendrones del tal modo que contuviesen en su estructura un derivado tipo
maleimida. El derivado de maleimida seleccionado deberfa presentar en su estructura
una funcionalizacién tal que nos permitiese el anclaje al amino terminal del
glicodendrén 2GLL(SucMan)i2. Asi, se planteé la sintesis de un derivado que
contuviese en su estructura un acido carboxilico libre que mediante la formacién de un
enlace amida permitiera la unién de dicho derivado a nuestro dendrén. La maleimida y
sus derivados se preparan a partir de anhidrido maléico por tratamiento con diferentes
aminas seguido de deshidratacion. En nuestro caso, la amina seleccionada fue la -
alanina, este aminoacido presenta en su estructura el grupo amino necesario para la
formacién de un derivado de maleimida y por otro lado un acido carboxilico, el cual
nos permitird posteriormente el anclaje de dicho derivado a nuestro glicodendrén. Asf,
la sintesis del derivado de maleimida 53 se ha llevado a cabo en un unico paso segun el
procedimiento descrito en la bibliografial® a partir del anhidrido maléico y B-alanina
por tratamiento con acido acético, obteniéndose dicha maleimida con un rendimiento

moderado (Esquema 30).

(¢}
AcOH
COOH _ - _
0O + H2N/\/ taallS°C NWCOOH
41%
O

53

Esquema 30. Sintesis del derivado de maleimida 53.

La formacién del derivado 53 pudo confirmarse claramente mediante la
aparicion en el espectro 'H-RMN de dos tripletes pertenecientes a los grupos metileno
a 2.68 y 3.81 ppm, asi como la presencia de un singlete caracteristico en este tipo de

compuestos a 6.72 ppm correspondiente a los protones olefinicos.

130 Mantovani, G.; Lecolley, F.; Tao, L.; Haddleton, D.M.; Clerx, J.; Cornelissen, J.J.L.M.;
Velonia, K. J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 2966-2973.
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Una vez preparado el derivado de maleimida 53 se hizo reaccionar con el
glicodendrén 2GLL(SucMan)iz se hizo reaccionar con empleando como condiciones de
acoplamiento, EDC, HOBt en DMF anhidra. La posterior purificacion utilizando una
columna Sephadex LH20 nos condujo al producto 54 con un elevado rendimiento

(Esquema 31).

OH OH
0]
i O QA
o)
HzN\/\é/O\a/\/NHJ\/\{( T AN~
3 0 12

2GLL(SucMan),,

53, EDC, HOBt
t.a. DMF
16h, 87%

OH

o o O\n/\/li %ﬁw
Q(N\/\H/H\/\(/O\a/\/NHJ\/YO T ANG~G OH
4 o 3 0 12
54

Esquema 31. Sintesis del glicodendrén con maleimida 54.

En el espectro de ITH-RMN en D>O del compuesto 54 se observé la aparicién
de una nueva sefial a 6.8 ppm cuyo desplazamiento quimico es caracteristico de los
protones olefinicos de la maleimida. Ademas de la aparicion de la sefial de los protones
olefinicos, se pudieron observar otras variaciones con respecto al producto de partida
en el desplazamiento quimico y multiplicidad de los protones a y 3 al grupo amino del
espaciador, poniendo de manifiesto la formacién de un nuevo enlace tipo amida (Figura

77).
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1H-RMN de2GL L (SucMan),,

Figura 77. Espectro de 'H-RMN del glicodendrén 54 en D>O y comparacién con las regiones
mas significativas del espectro de 'H-RMN del compuesto 2GLL(SucMan);a.

Adicionalmente, se realizé el espectro de *C-RMN para intentar detectar los
carbonos olefinicos de la molécula. Cuando el espectro de BC-RMN se hizo a
temperatura ambiente, no se observé ninguna sefial de carbono en la zona olefinica del
mismo. Sin embargo, este mismo experimento a 40°C puso de manifiesto la existencia
de una sefial a 134.4 ppm cuyo desplazamiento es caracteristico para este tipo de

carbono olefinico (Figura 78).

145



Capitulo 5
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Figura 78. Espectros de ’C-RMN del glicodendrén 54 en D;O. a) t.a b) 40°C

5.2.1. Acoplamiento del glicodendron 54 a un péptido modelo.

Para poner a punto el acoplamiento con este tipo de glicodendrones que
contienen maleimida en su estructura, se selecciond un péptido modelo facilitado por el
grupo del Prof. Antonio Bernad del CSIC en Madrid. Este péptido modelo contiene en
su estructura una cisteina terminal que nos permitira mediante el grupo tiol, el anclaje

al glicodendrén de manosa 54 (Figura 79).
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RGDGGSGGS——N——cCcH—C—o0H

CH,

SH

Cisteina

Figura 79. Estructura del péptido modelo.

Antes de proceder a la conjugaciéon de dicho péptido modelo con el
glicodendrén 54, se decidié poner a punto la reaccién de conjugacion en un modelo
mas sencillo y asequible, como setfa el derivado monovalente de manosa 56 (Figura 80).
De esta forma, se estudiarfa el proceso de conjugaciéon y se optimizarfan las condiciones

de dicho proceso para luego aplicarlas al glicodendrén 54.

OH

OH
HO 0
HO

fo) (0]
O\/\NJ\/\,\P;’J
H
(6]
56

Figura 80. Modelo monovalente de manosa con maleimida 56.

Para la sintesis del derivado de manosa 56, se llevo a cabo el acoplamiento de la
manosa 17 y el derivado de maleimida 53. Para ello, se emplearon las condiciones
clasicas de formacion de enlaces amida, es decir, DIC y HOBEt; sin embargo, el exceso
de HOBt en el crudo de reacciéon no permitio la purificacién de dicho producto. Dados
los problemas de purificaciéon encontrados, nos planteamos la sintesis de un nuevo
derivado de maleimida que no implicara el empleo de dicho reactivo en su reacciéon
posterior. Asi, se realizo la sintesis del derivado de maleimida 55 activado como NHS a
partir del anhidrido maléico y $-alanina empleando NHS y DCC como agentes de

acoplamiento (Esquema 32).131

131 Nielsen, O.; Buchardt, O. Synthesis 1991, 819-821.
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o
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Esquema 32. Sintesis del derivado de maleimida activado como NHS 55.

El derivado de manosa 17 se hizo reaccionar con la maleimida activada 55
empleando DMF vy trietilamina dando lugar al compuesto 56 (Esquema 33). La
formacién del producto se confirmé mediante el analisis del espectro de *C-RMN en el
cual se pudo observar la aparicién de una sefial correspondiente a un nuevo carbono

carboxilico a 173.2 ppm debido a la formacién del enlace amida.

OH OH

0 EtsN OH
Hﬁo W ij o - 1 ]
DMF 16h
79% O\/\H)K/\Niﬂ
56 0

o\/\NH
17 55

Esquema 33. Sintesis del compuesto 56.

Una vez sintetizado el modelo monovalente de manosa 56, se realiz6 una
prueba a pequefia escala para demostrar el acoplamiento de dicho sistema monovalente
con el péptido modelo seleccionado (RGDGGSGGSG) para optimizar las condiciones
del mismo. Para llevar a cabo dicho acoplamiento, se emple6 una disolucién 1:1 de
tampén fosfato 50 mM a pH 7.1 y acetonitrilo usando cantidades equimoleculares del

derivado de maleimida 56 y del péptido modelo (Esquema 34).
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Esquema 34. Sintesis del compuesto 57.

Transcurridas 3 horas, el crudo de reaccién fue analizado mediante
espectrometria de masas ESI en modo negativo. En el espectro se pudo observar las

seflales correspondientes unicamente al producto 57, no detectaindose el péptido de

partida (Figura 81).
Intens. | MS, 5.9-6.4min #{183-208)
x104 | Compuesto 57
&
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4 -
] 12239
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Figura 81. Espectro de masas ESI del glicoconjugado 57.

Una vez demostrado que el acoplamiento via maleimida del péptido modelo al
sistema monovalente de manosa 56 era efectivo, se llevé a cabo el acoplamiento del
mismo péptido con el sistema multivalente de manosa 54. Para realizar dicho
acoplamiento se emplearon las mismas condiciones de reacciéon pero se aumenté la
cantidad de péptido (2 equivalentes), asi como el tiempo de reaccién. La razén de este
aumento era intentar que en la reaccion no quedase glicodendron de partida sin
conjugar con el péptido lo que facilitarfa la purificacién posterior mediante

cromatografia por exclusion de tamafios (Esquema 35).
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Esquema 35. Sintesis del glicoconjugado 58.

El producto obtenido empleado las condiciones de acoplamiento
anteriormente comentadas y purificado usando sephadex LH20 en MeOH vy
caracterizado tanto por RMN como por espectrometria de masas. En el espectro de 'H-
RMN del producto se pudo observar la desaparicion de la sefial correspondiente a los
protones olefinicos de la maleimida, lo que es un claro indicativo de la formacién del
producto. Ademis, en la zona de 3.5 a 4 ppm también se pudo observar cambios

debido al gran nimero de metilenos pertenecientes al péptido modelo.
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Figura 82. Espectros de 'H-RMN en D,O de A) glicoconjugado 54 y B) glicoconjugado 58.

Adicionalmente, se realizé el espectro de masas del compuesto, utilizando la
técnica MALDI-ToF. Este tipo de compuestos conjugan en unica estructura,
caracteristicas de péptidos, de polimeros, y de aziucares lo que implica una gran
dificultad para encontrar las condiciones adecuadas para ser detectadas por

espectrometrias de masas. Después de varios ensayos, se pudo detectar el pico
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correspondiente el i6n molecular (Figura 83). Este espectro de masas se logrd
disolviendo el glicodendrén en una mezcla cloroformo/metanol 3:1 con una disolucién

de 4cido 2,5-dihidroxibenzoico disuelto en cloroformo/metanol 3:1.
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Figura 83. Espectro de masas MALDI-ToF del glicodendrén de segunda generacion 58.

5.2.2. Acoplamiento de glicodendrén 54 a un oligonucleétido modelo.

Siguiendo la misma estrategia que en el caso del acoplamiento de péptidos, se
seleccioné un oligonucleétido modelo. El oligonucleétido seleccionado consistia en una
secuencia modificada en su extremo 5” por un grupo tiol (Figura 84) y que fue adquirido

en la compaiia STAB vida.

152



Conjugacion de biomoléculas

CTC TCG ACA CCA TCT CTC TCC TTC T o—%!—o/\/\/\/SH
3 5' o

Figura 84. Estructura del oligonucleétido modelo.

Dado que el modo de purificacion que se iba a emplear en este tipo de
glicoconjugados era la cromatografia HPLC en fase reversa, el primer paso fue
seleccionar unas condiciones Optimas en la cuales se pudiera observar el
oligonucle6tido modelo con un tiempo de retencién tal que nos permitiera el
seguimiento y purificacién de las reacciones de acoplamiento con los glicodendrones
seleccionados. Para ello se empled una columna C18 semi-preparativa y como fase
mévil una mezcla de tampoén acetato de trietilamonio 0.1 mM a pH 6.8 y acetonitrilo.

De este modo se obtuvo el cromatograma que se muestra en la Figura 85.

0.404
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Figura 85. Cromatograma del oligonucle6tido modelo.

Los dos picos del cromatograma fueron recogidos separadamente y se
analizaron mediante espectrometria de masas MALDI-ToF. Mediante esta técnica se
pudo ratificar que el primer pico del cromatograma (tr=21.41 min) era el
oligonucle6tido modelo seleccionado (Figura 86), mientras que el pico minoritario
(tr=23.92 min) correspondia al dimero del oligonucle6tido formado por la oxidaciéon
del grupo tiol que da lugar al disulfuro correspondiente (Oligonucleétido-S-S-

Oligonucleétido).
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Figura 86. Espectro de masas MALDI-ToF del oligonucleétido modelo.

Una vez establecidas las condiciones de deteccién del oligonucledtido, se llevo
a cabo el acoplamiento entre el oligonucleétido modelo y el sistema monovalente de
manosa 56 para optimizar las condiciones de conjugacién igual que se hizo con la
conjugaciéon de péptidos (Esquema 36). Para llevar a cabo el acoplamiento de ambas
moléculas se seleccionaron como condiciones de acoplamiento un tampé6n fosfato 50

mM a pH 7.8, y un exceso de 5 equivalentes del derivado de manosa 56.
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Esquema 36. Sintesis del conjugado 59.

El analisis mediante HPLC del crudo de reaccién a las 2 horas mostrd tres

seflales tal y como muestra el cromatograma que se recoge en la Figura 87.
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Figura 87. Cromatograma de la conjugacion del detivado 56 con el oligonucle6tido modelo.

El primer pico (t= 0.55 min) correspondia al sistema monovalente de manosa
56. El pico con un tiempo de retencién mayor (t:= 24.89 min) pertenecia al dimero del
oligonucle6tido modelo. El cromatograma también presentaba un pico mayoritario con

un tiempo de retencién levemente adelantado (tr=19.98 min) con respecto al
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oligonucle6tido modelo de partida (tr=21.41 min). Este producto mayoritario se aisl6 y
se analiz6 mediante espectrometria de masas MALDI-ToF. El analisis de dicho

espectro mostrd que el producto aislado correspondia al conjugado 59 (Figura 88).

THGES 34

[(M]*
0
(s
P ‘
ovxu)k/\N;lk )
™ 59 O S~y ; o—t ett cet cte tet ace cac get cte
L Pm=7962
i
£ 50
. |
“ He [M] 2+ |

; U

i\
LAl -.J_M u\.‘dﬂhu NPT SPAPYRN |

Saas 5137 620 T 913 1108
Mass (mix)

Figura 88. Espectro de masas MALDI-ToF del conjugado 59.
Una vez corroborado que el acoplamiento del derivado de manosa
monovalente 56 y el oligonucledtido modelo era efectiva, nos dispusimos a realizar el

acoplamiento de éste con el glicodendrén de manosa 54 (Esquema 37), empleando las

mismas condiciones que en el caso del sistema monovalente.
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Esquema 37. Sintesis del glicoconjugado 60.

Transcurridas 2 horas del comienzo de la reaccién el crudo se analizé mediante
HPLC empleando las mismas condiciones de purificacion que en el caso del
oligonucle6tido modelo. Asi, en la Figura 89A se muestra el cromatograma de dicha
reaccién en la que se observa una sefial ancha de gran intensidad (t:=21.20 min) que al
ampliarla permite apreciar la presencia de dos picos diferentes. A las 4 horas la reaccion
se volvi6 a analizar el crudo de reaccién obteniendo el cromatograma de la Figura 89B.
En este nuevo cromatograma se puede ver el mismo tipo de sefial que en el caso
anterior y al ampliarla observamos de nuevo la existencia de 2 sefiales diferentes en las
que se observa que el segundo pico (oligonucleétido modelo) ha disminuido en
intensidad. El analisis de la reaccion con tiempo de reaccién mas prolongado no mostré
un avance significativo en la reaccién, observindose cromatogramas similares al
mostrado en la Figura 89B. Posteriormente se hicieron barridos con diferentes
eluyentes, proporciones de los mismos y tiempos para intentar encontrar unas
condiciones en las que se pudieran separar ambos picos. Sin embargo, en ningun caso

se pudo mejorar la resolucién conseguida.
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Figura 89. Cromatogramas de la conjugacién del glicodendrén 54 con el oligonucleétido
modelo: A) a las 2h de reaccién, B) a las 4h de reaccion.

Con el objetivo de poder aislar dicho pico que podtia corresponder al producto
de la conjugacion, se pensé en la utilizacion de electroforesis en gel con una matriz de
poliacrilamida (PAGE). La electroforesis es un método analitico-semipreparativo en el
que se separan biomoléculas dependiendo de factores como su carga, masa y estructura
tridimensional, bajo la accién de un campo eléctrico. La poliacrilamida es un soporte
empleado frecuentemente en electroforesis en gel, es quimicamente inerte, de
propiedades uniformes, capaz de ser preparado de forma rapida y reproducible.
Ademas, forma geles transparentes con estabilidad mecanica, insolubles en agua,
relativamente no i6nicos y que permiten buena visualizacién de las bandas durante
tiempo prolongado. Otra ventaja es que variando la concentracion de los polimeros, se
puede modificar de manera controlada el tamafio del poro mediante cambios en la

reticulacion.

Una vez preparado el gel (los detalles experimentales se recogen en el capitulo
7), se cargaron diferentes muestras tal y como se muestra en la Figura 90. En el pocillo
1 se introdujo el oligonucleétido modelo comercial y en €l se pudieron detectar dos
bandas, una primera muy intensa correspondiente al oligonucle6tido modelo y otra de
muy pequefia intensidad que corresponderfa al dimero del oligonucleétido. En el
segundo pocillo se cargd el glicoconjugado 59 observandose una unica banda
ligeramente retrasada al oligonucle6tido modelo. En los pocillos 3 y 4 se carg6 la

mezcla de productos aislados mediante HPLC de la reacciéon a las 2 y 4 horas,
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respectivamente. En ellos se observo la presencia de dos bandas de similar intensidad
una correspondiente al oligonucledtido modelo de partida y otra que coincide en
desplazamiento con la banda que corresponderia al dimero del oligonucleétido en el
pocillo 1. Sin embargo, esta tltima banda no deberia ser el dimero del oligonucle6tido
ya que el pico aislado mediante HPLC no lo contenia, lo que nos podria conducir a
pensar que se debe a la formacién del glicoconjugado 60, a no ser que se pudiera dar la

dimerizacién del oligonucleétido en las condiciones de la electroforesis.

1- Oligonucledtido modelo
2- Gicoconjugado 59
3-HPLC 2 horas

4- HPLC 4 horas
5-Glicodendrén 54

6- Control 23 mer

7- Control 25 + 32 mer

Figura 90. Gel de poliacrilamida con tincién de plata.

Para confirmar si efectivamente se trataba del glicoconjugado deseado 60 o del
dimero del oligonucleétido, las mezclas presentes en los pocillos 1, 3 y 4 se trataron con
un agente reductor de puentes disulfuro como es el 1,4-ditiotriol (DTT). Tras su
tratamiento con el agente reductor, se volvieron a cargar en un gel de poliacrilamida
(Figura 91). El tratamiento con dicho agente no logré la reduccién del disulfuro del
oligonucleétido por lo que no se pudo confirmar si las bandas se debian a la formacion

del glicoconjugado deseado.
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1- Oligonucleétido modelo

2- Oligonucledtido modelo tratadocon DTT
3- Reaccidn 2 horas tratadocon DTT

4- Control 25 mer

5- Reaccion 4 horas tratadocon DTT

Figura 91. Gel de poliacrilamida con tincién de plata.

A la vista de los todos estos resultados podemos decir que a través de una
reaccién quimioselectiva de un grupo tiol a maleimida se ha optimizado el acoplamiento
del péptido modelo al sistema monovalente de manosa 56 asi como al glicodendrén de
manosa de segunda generaciéon 54. Empleando este mismo tipo de reaccion
quimioselectiva se ha optimizado la funcionalizacién del sistema monovalente de
manosa 56 con un oligonucleétido modelo y sin embargo, no ha sido posible la
optimizacion de la funcionalizaciéon del sistema multivalente de manosa debido a que
no se ha logrado encontrar unas condiciones en las que la reaccién transcurra de forma

cuantitativa permiendo la purificacién del glicoconjugado.
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6. Conclusiones.

1. Se ha puesto a punto la sintesis de dendrones de hasta 3* generacién, basados
en bis-MPA con la posicién focal bloqueada, de forma monodispersa. A partir
de éste se han preparado el glicodendréon de manosa polidisperso asi como el
correspondiente control de etanolamina. Mediante el uso de biosensores con
deteccién por SPR se ha evaluado la inhibicién de la interaccion de la proteina
gp120 del VIH con DC-SIGN en comparacién con su dendrimero homoélogo
BH30sucMan. Los resultados obtenidos han demostrado que la ausencia de un
brazo en estos sistemas no tiene un efecto significativo en la inhibicién de la
interaccion de DC-SIGN/gp120. Una vez sintetizado el dendron se ha
comprobado que no es posible la funcionalizacién postetior de la posicion

focal.

2. Se ha optimizado la sintesis de glicodendrones de manosa de primera y segunda
generacion de manera monodispersa basados en bis-MPA que contienen un
espaciador en su posicion focal. Mediante el uso de biosensores con deteccion
de SPR se ha evaluado la inhibicién de la interaccion de la glicoproteina BSA-

Man y el receptor DC-SIGN. Estos estudios han demostrado que el
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compuesto 2GLL(SucMan)i> es capaz de inhibir la interacciéon del receptor

DC-SIGN v la glicoproteina BSA-Man.

Con objeto de llevar a cabo estudios de internalizacién en células dendriticas se
ha marcado fluorescentemente el glicodendréon de manosa de segunda
generacién 2GLI(SucMan)i,. Ademas, se ha preparado un glicodendrén de
galactosa marcado fluorescentemente 2GLLBodipy(SucGal)i» para ser
empleado como control negativo en dichos estudios. Se han realizado estudios
de binding/internalizacién con citomettia de flujo asi como experimentos de
secrecion de citoquinas IL-10 mediante ELISA en células dendriticas
demostrando que el proceso de internalizacién es dependiente del carbohidrato

y por tanto del receptor DC-SIGN de forma selectiva.

El glicodendrén 2GLL(SucMan)iz se ha funcionalizado con un derivado tipo
maleimida para llevar a cabo sobre él reacciones de adiccién quimioselectivas
de grupos tiol a maleimida. Ademas, se ha preparado el sistema monovalente

de manosa 56 para optimizar las condiciones de reaccion.

Se ha optimizado el acoplamiento de un péptido modelo (RGDGGSGGSC) al
sistema monovalente de manosa 56 y al glicodendrén de manosa de segunda
generacion 54 a través de una reaccién quimioselectiva del grupo tiol del

péptido modelo al grupo maleimida.

Se ha optimizado el acoplamiento de un oligonucle6tido modelo modificado en
su extremo 5’ por un grupo tiol al sistema monovalente de manosa 56 a través
de una reaccién quimioselectiva del grupo tiol de péptido modelo al grupo
maleimida. La aplicacién de esta metodologia de conjugaciéon del
oligonucleétido al sistema multivalente de manosa 54 no ha dado lugar por el
momento a resultados concluyentes que nos permitan asegurar que dicha

conjugacion ha tenido lugar.



Conclusiones

En resumen podemos decir que se ha podido preparar un glicodendrén
conjugado a un péptido que es el objetivo sintetico fundamental de este trabajo. Los
estudios de internalizacion e interaccién con DC-SIGN demuestran que este tipo de
glicoconjugados pueden ser una herramienta muy interesante. En un futuro se utilizara
un péptido inmunogénico relevante relacionado con algin tipo de patologia para
estudiar el efecto de estos compuestos en la modulaciéon de la respuesta inmune y ser

potencial aplicacion en el desarrollo de vacunas.
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7. Parte experimental.

7.1. Disolventes y reactivos.

Todos los disolventes organicos anhidros se secaron siguiendo procedimientos
descritos.!32 A continuacién se exponen algunos de los protocolos mas empleados:
THF vy éter etilico se destilaron sobre Na/Benzofenona bajo atmésfera de nitrégeno
inmediatamente antes de su utilizacién. Acetonitrilo y diclorometano se destilaron
sobre CaH: bajo atmosfera de nitrogeno inmediatamente antes de su utilizacién.
Metanol, Piridina, EtsN y DMF se secaron sobre tamiz molecular de 4 A y se
almacenaron bajo atmosfera de argén. El agua utilizada era de pureza miliQ (18.3 Q).
Todos los reactivos utilizados fueron de alta pureza y se adquirieron a distintas casas
comerciales (Aldrich, Fluka, Lancaster, Panreac, Acros, etc.) y fueron utilizados sin

ningun tratamiento a no ser que se indique lo contrario.

132 Perrin, D. D.; Armarego, W. L. F. Purification of laboratory chemicals 1996, Editorial Butterworth-
Heinemann, Oxford.
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7.2. Técnicas y Aparatos.

El seguimiento de las reacciones se realizé por cromatografia en capa fina (ccf)
empleando cromatofolios de aluminio de gel de silice tipo 60 F254 (Merck). Para la
detecciéon de los productos se utilizé luz UV (A = 254 nm), y/o los siguientes
reveladores: HoSO4EtOH (1:9, viv), anisaldehido (450 mL etanol, 25 mlL. anisaldehido,
25 mL H>SO4 y 1 mL. AcOH), verde de bromocresol (0.3 % de verde de bromocresol
en Agua/Etanol 1:4, 2 mL de NaOH 30% por 100 mL de disolucién), ninhidrina (0.25
g de ninhidrina en 100 mL de etanol) y permanganato (1.5 g KMnOs, 10 g de K>COs,
1.25 ml de NaOH al 10% en 200 ml de H2O ). La cromatografia en columna se realiz6
sobre gel de silice Merck tipo 60, de diversos tamafios de particula (0.5-0.2 mm, 0.2-
0.063 mm, 0.040-0.015 mm). La composicién del eluyente empleado se detalla en cada

Caso.

Se han empleado cromatografia en capa fina preparativa para optimizar la
purificacién de productos en pequefias cantidades, usando cromatoplacas con soporte

de vidrio Silicagel 60 F254 (20 x 20 cm) de Merck.

La cromatografia de permeacién sobre gel se llevé a cabo utilizando gel

Sephadex LH-20 de la empresa Pharmacia.

Los valores de rotacién optica se determinaron en un polarimetro Perkin-
Elmer 341. En cada caso se indica el disolvente y la concentracién de la muestra sobre

la que se realiz6 la medida.

Los experimentos de Resonancia Magnética Nuclear se realizaron en los
espectrometros Bruker DRX-500, DRX-400 y DPX-300. Los espectros se realizaron en
el disolvente deuterado que se indica y los desplazamientos quimicos se expresan en
ppm (8), usando como referencia la sefial del tetrametilsilano (TMS, referencia interna)
o la sefial residual del disolvente empleado. Si no se indica lo contrario, los espectros se

registraron a temperatura ambiente. Para la asignacién de los compuestos mas
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complejos se han utilizado experimentos bidimensionales de correlacién protéon-protén

(COSY) y protén—carbono (HMQC, HSQC) usando las secuencias de pulso estandar.

Los espectros de masas se realizaron en los espectrometros Esquire 6000
Bruker-Daltonics (ESI), Bruker-Autoflex (ionizacion MALDI), Micromass Autospec
(ionizacion MALDI), Bruker- Ultraflex (ionizacion MALDI), Micromass Autospec-Q
(EMAR-FAB),

Los andlisis elementales se llevaron a cabo con un aparato Leco CHNS-932 y

los resultados se expresan en tanto por ciento en todos los casos.

Los puntos de fusiéon han sido determinados en un aparato MEL-TEMP®

modelo 1002D y no estan corregidos.

El oligonucle6tido modelo y los conjuagados de éste se analizaron usando
HPLC, Waters 2690 Alliance Separations Module y Waters 996 Photodiode Array
Detector. La columna usada en el HPLC fue Col NUCLEOSIL 120 C18 10.0 um 250
x 8.0 mm. Las muestras fueron inyectadas y eluidas (3.0 mL min') usando un gradiente
desde el disolvente A (5 % de acetonitrilo, 95 % tampodn de acetato de trietilamonio 0.1
mM a pH 6.8) hasta disolvente B (70 % acetonitrilo, 30 % tampén de acetato de
trietilamonio 0.1 mM a pH 6.8). El gradiente se programé de este modo: 100% A hasta
70% A después de 28 minutos; 70% de A hasta 100% A en 2 minutos (seguido de 5
minutos en modo isocratico). Todos los disolventes fueron filtrados empleando filtros
de nylon 0.2 um de la casa comercial Waters y posteriormente se desgasificaron por

sonicacion durante 15 minutos antes de ser usados.

Preparacion y revelado de geles de poliacrilamida:

Preparacion del gel:

- 50 ml (40%) Acrilamida: 19 g de acrilamida, 1g de bisacrilamida
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- 10 ml al 20% de gel desnaturalizante: 5ml de acrilamida, 1ml de TBE 10x,
4.2 g de urea, 50 ul de APS, 5 ul de TEMED hasta 10 ml con agua.

- Tampén de carga (500 pl): 500 pl urea a saturacion, 20 pl de EDTA 20
mM, 2.5 ul de TRIS 5mM a pH 7.5, 20 ul BPB/xc.

Revelado del gel (tincion de plata):

- Fijacién: 10 min con AcOH 7.5% a t.a.

- Lavados: 3 lavados de 2 min en agua.

- Pretratamiento con formaldehido: 10 min sumergido en una disolucién de
15 ml de formaldehido en 85 ml de agua.

- Impregnaciéon: 20 min en una disolucion de AgNOs (50 mg de AgNOs en
50 ml de agua).

- Lavado: 52 10 seg en agua.

- Revelado: sobre hielo (a partir de 3 min): 3 g de NaCOs en 100 ml de agua
+ 50 pl de una disolucién de tiosulfato (100 mg de Na»S:O3 en 25 ml de
agua).

- Parada del revelado: sobre hielo, 10 min en AcOH 7.5%

7.3. Caracterizacion.

7.3.1 Sintesis divergente de dendrones basados en el acido 2,2-bis-
(hidroximetil)propiénico empleando como niicleo TRIS.

Para facilitar la caracterizacion de los dendrones basados en el acido 2,2-bis-
(hidroximetil)propiénico empleando como nicleo TRIS se ha utilizado la nomenclatura

que se muestra a continuacion:
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N-(tert-Butiloxicarbonil)tris(hidroximetil)aminometano (2).9394
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A una disolucién de trishidroximetilaminometano (1) (0.50 g, 3.17 mmol) en

DMEF anhidra (20 ml), se le aflade una disolucién de Boc:O (0.73 g, 3.33 mmol) en

OH

DMF anhidra (5 ml) y trietilamina (84 ul, 6.64 mmol). La reaccién se mantiene en
agitacién a temperatura ambiente durante 24h. El disolvente se concentra a vacio y el
crudo de reacciéon se purifica mediante cromatografia en columna de gel de silice
empleando como eluyente CH2Cl./MeOH (9:1) obteniéndose el compuesto 2 como un

solido blanco (0.59 g, 84%).

Pf: 146-147 °C.

93 Seto, C.T.; Mathias, J.P.; Whitesides, G.M. J. An. Chem. Soc. 1993, 175, 1321-1329.
% Kang, J.H.; Chung, H.E.; Kim, S.Y.; Kim, Y.; Lee, J.; Lewin, N.E.; Pearce, L.V.; Blumberg, P.
M.; Marquez, V.E. Bioorg. Med. Chem. 2003, 11, 2529-2539.
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TH-RMN (300 MHz, DMSO-dg) 8: 5.66 (s., 1H, NH); 4.40 (m, 3H, CH,OH); 3.40 (d,
GH, J=5.4Hz, CH,;NHBoC); 1.26 (s, 9H, CH po).

BC-RMN (75 MHz, DMSO-dg) 8: 156.8 (CO); 79.7 (Cpec); 62.2 (CH,-OH); 62.1 (C-
CH,OH); 30.08 (CHs o).

Analisis elemental para CoHi9yNOs; calculado: C, 48.86%; H, 8.66%; N, 6.33%;
encontrado: C, 49.04%; H, 8.81%; N, 6.14%.

Acido benciliden-2,2-bis(oximetil) propi6nico (4).*

o o)
Ph })\OH
_<o

Una mezcla del acido 2,2-bis(hidroximetil) propanéico (3) (20 g, 149 mmol),
benzaldehido dimetil acetal (34.04 ¢, 222 mmol) y acido p-toluensulfénico
monohidratado (1.42 g, 7.4 mmol) en acetona (150 ml) se mantiene en agitacion
durante 4h a temperatura ambiente y posteriormente durante toda la noche a 4°C. El
s6lido formado se filtra lavando con acetona fria, obteniéndose el compuesto 4 como

un solido blanco cristalino (21 g, 64%).

Pf: 193-195 °C; Pf!3%. 197-198 °C

H-RMN (300 MHz CDCl3) 8: 7.48 (m, 3H, Ar); 7.36 (m, 2H, Ar); 5.51 (s, 1H, CH-
Ph); 4.65 (d, 2H, J= 11.4 Hz, CH,-O); 3.72 (d, 2H, J= 11.4 Hz, CH»-O); 1.13 (s, 3H,

CHS).

BBC-RMN (75 MHz, CDCly) 8: 178.7 (CO); 137.5 (Cas); 129.1 (CHay); 128.3 (CHay);
126.2 (CHay); 101.9 (CH-Ar); 73.4 (CH,-O); 42.2 (C-CH,-O); 17.8 (CHs).

8 Thre, H.; Padilla, O.L.; Fréchet, J.M.]. J. Am. Chem. Soc. 2001, 123, 5908-5917.
133 Trollsas, M.; Hedrick, J.L. ]. An. Chem. Soc. 1998, 120, 4644-4651.
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Anhidrido benciliden-2,2-bis(oximetil) propiénico (5).%

o— ¢ 9 —o
TS0 S N

El 4cido 4 (20.0 g, 90 mmol) y N,N*-diciclohexilcarbodiimida (10.2 g, 49.5
mmol) se disuelven en CH>Cl; anhidro (150 ml). La mezcla de reaccién se mantiene en
agitaciéon durante toda la noche a temperatura ambiente. El crudo de reaccién se
purifica por precipitacién con hexano bajo fuerte agitacion. Tras filtrar, se obtiene el

anhidrido 5 como un sélido blanco (17.1 g, 89%).

Pf: 144-145 °C.

IH-RMN (300 MHz CDCl3) 8: 7.49 (m, 6H, Ar); 7.37 (m, 4H, Ar); 5.50 (s, 2H, CH-
Ph); 4.68 (d, 4H, J= 11.4 Hz, CH>-O); 3.70 (d, 4H, J= 11.4 Hz, CH»-O); 1.14 (s, 6H,

CHs).

BC-RMN (75 MHz CDCLy) 8: 169.2 (CO); 137.7 (Cas); 129.2 (CHy); 128.3 (CHy);
126.4 (CHay); 102.1 (CH-Ar); 73.2 (CH,-O); 44.2 (C-CH,-0); 16.9 (CH3).

Dendrén de primera generacion protegido (6).

0.
ST
0O, (0]
o]
BocHN
e
(e} O%\
O%AO
o]

Ph/ko o~

Ph

8 Thre, H.; Padilla, O.L.; Fréchet, J.M.]. ]. An. Chem. Soc. 2001, 123, 5908-5917.
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N-(ter+-Butiloxicarbonil) tristhidroximetil) aminometano (2) (1.0 g, 4.52 mmol)
y DMAP (276 mg 226 mmol) se disuelven en piridina (5 ml) y se
diluyen con diclorometano (10 ml). Posteriormente se afiade el anhidrido benciliden-
2,2-bis(oximetil) propiénico (5) (7.8 g, 18.32 mmol). La mezcla de reaccién se agita a
temperatura ambiente durante 12 h. El crudo de reaccién se trata con una mezcla
piridina:agua (1:1) durante 12 h y se diluye con CH2Cl; (1 1) lavandose con NaHSO4 1M
(2 x 400 ml), Na,COs3 (10%) (2 x 400 ml) y una disolucién saturada de NaCl (1 x 400
ml). La fase organica se seca con MgSOy anhidro y se evapora a vacio dando lugar al
compuesto 6 como un solido blanco que se recristaliza empleando CHCls/eter (3.5 g,

92 %).

Pf: 154-155 °C.

TH-RMN (300 MHz, CDCl3) 8: 7.28-7.46 (m, 15H, Ar); 5.45 (s, 3H, CH-Ph); 4.62 (d,
GH, J= 11.4 Hz, CHa); 4.56 (s, 6H, CH,.); 3.63 (d, 6H, J= 11.4 Hz, CH,1); 1.35 (s, 9H,
CHs po; 0.96 (s, 9H, CHs ).

BC-RMN (75 MHz, CDCly) 8: 173.4 (CO); 154.4 (COpod); 137.9 (Cag; 128.9 (CHa);
128.3 (CHay); 126.3 (CHap); 101.9 (CH-Af); 81.2 (Ciod); 73.7 (CHa1); 62.9 (CHa ,); 58.1
(C-CH, ,); 42.8 (C-CHa); 28.3 (CHs poo); 17.8 (CHs ).

IR (KBr, cm!) v: 3407, 3346, 3065, 3037, 2930, 1741, 1714

EM (ESI) calculado para CisHssNOy4: 833.4 [M]*; encontrado: 856.3 [M+ Na*.

Analisis elemental para C4;sHssNOig; calculado: C, 64.81%; H, 6.65%; N, 1.68%;
encontrado: C, 64.96%; H, 6.56%; N, 1.94%.

176



Parte excperimental

Dendroén de primera generacion desprotegido (7).

O§J/</OH
0
BocHN
0
0 0

HO ¢} %\OH
OH

HO

A una disolucién del compuesto 6 (1.5 g, 1.8 mmol) en CH2Cl,/MeOH (1:1) se
afiade una cantidad catalitica de paladio al 10% sobre carbono. La mezcla se somete a
hidrogenacién a temperatura y presion ambientes durante 12 horas. A continuacion, la
reacciéon se filtra sobre celita y el disolvente se evapora a vacio dando lugar al

compuesto 7 como un sélido blanco (1.0 g, 99%).
Pf: 130-132 °C.

TH-RMN (300 MHz, CD;0D) 8: 4.43 (s, 6H, CH..); 3.72 (d, 6H, J= 10.8 Hz, CH,);
3.63 (d, 6H, J= 10.8 Hz, CHa); 1.46 (s, 9H, CHj pod); 1.19 (s, 9H, CH 1).

BC-RMN (75 MHz, CD;0D) 8: 175.9 (CO); 156.7 (COpoc); 80.5 (Ciod); 65.8 (CHa 1);
63.4 (CH,.); 58.4 (C-CHa ); 50.5 (C-CHay); 28.7 (CHs 5od); 17.3 (CHa ).

IR (KBr, cm) v: 3331, 2974, 2934, 2885, 2852, 1727.

EM (ESI) calculado para C24HisNO14: 569.6 [M]*; encontrado: 592.2 [M+ Na]*y 608.2
[M+K]*.

Analisis elemental para CoyH4isNOiy; calculado: C, 50.61%; H, 7.61%; N, 2.46%;
encontrado: C, 51.03%; H, 7.63%; N, 2.77%.
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Capitulo 7
Dendrén de segunda generacién protegido (8).

Ph
o~

o]
O

il
3 ~

PH Ph

El compuesto 7 (685 mg, 1.20 mmol) y DMAP (292 mg 2.38 mmol), se
disuelven en piridina (8 ml) y se diluyen con diclorometano (16 ml). Posteriormente se
afiade el anhidrido benciliden-2,2-bis(oximetil) propiénico (5) (4.15 g, 9.75 mmol). La
mezcla de reaccién se agita a temperatura ambiente durante 12 h. El crudo de reaccién
se trata con una mezcla piridina:agua (1:1) durante 12 h. Posteriormente se diluye con
CHxCl; (600 ml) y se lava con NaHSO4, 1M (2 x 250 ml), Na,COs3 (10%) (2 x 250 ml) y
una disolucién saturada de NaCl (1 x 250 ml). La fase organica se seca con MgSO4
anhidro y se evapora a vacio dando lugar al compuesto 8 como un sélido blanco que se

rectistaliza empleando CHCls/eter (1.9 g, 90 %).

Pf: 94-95 °C.

H-RMN (300 MHz CDCl3) &: 7.28-7.44 (m, 30H, Ha); 5.40 (s, 6H, CH-Ar); 4.58 (d,
12 H, J=11.4 Hz, CHz); 437 (m, 12 H, J= 11.4 Hz, CH21); 4.19 (s, 6H, CH> ,); 3.58
(d, 12 H, J=11.4 Hz, CHz (); 1.42 (s, 9H, CH3 Boc); 1.19 (s, 9H, CH3); 0.93 (s, 18 H,

CH;.).

BC-RMN (75MHz, CDCL) 8: 173.3 (CO-C-CH, ); 172.0 (CO-C-CH, 1); 154.2 (COgod);
137.9 (Ca); 129.0 (CHay); 128.6 (CHap); 126.3 (CHa); 101.8 (CH-Af); 80.1 (Cpoc); 73.6
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(CHa ); 65.1 (CH, v); 62.5 (CH, ); 57.2 (C- CHa ,); 49.3 (C- CH, v); 42.7 (C- CH, J);
28.4 (CHj goo); 17.8 (CHs 0); 17.7 (CH ).

IR (KBr, cm?) v: 3396, 2979, 2932, 2853, 1740.

EM (ESI) calculado para CosHi11sNOs2: 1793.7 [M]*; encontrado: 1816.7 [M+Na]* y
1832.6 [IM+K]*.

Analisis elemental para CosH115NOsp; calculado: C, 64.24%; H, 6.46%; N, 0.78%;
encontrado: C, 64.00%; H, 6.57%; N, 0.94%.

Dendrén de segunda generacion desprotegido (9).

OH

OH
O

o]
OH
Oﬁk%—g
OH
BocHN 0 o
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}—ﬁo 0 [¢) OH
HO 0
d O. OH
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HO OH OH

HO

A una disolucién del compuesto 8 (1.5 g, 0.8 mmol) en CH2Cl,/MeOH (1:1) se
aflade una cantidad catalitica de paladio al 10% sobre carbono. La mezcla se somete a
hidrogenacién a temperatura y presion ambientes durante 12 horas. La mezcla de
reaccion se filtra sobre celita y el disolvente se evapora a vacio dando lugar al

compuesto 9 como un sélido blanco (1.0 g, 99%).

Pf: 126-128 °C.
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TH-RMN (300 MHz, CD;OD) &: 4.4 (s, GH, CH,.); 4.33 (dd, 12H, J= 11.1 y 15.3 Hz,
CH 1); 3.66 (dd, 24H, J= 10.8 y 16.2 Hz, CH, ); 1.47 (s, 9H, CHs go0); 1.34 (s, 9H, CH;
v); 117 (s, 18H, CHs o).

BC-RMN (75 MHz, CD;OD) 8: 176.0 (CO-C-CH, o); 173.3 (CO-C-CH, ); 156.6
(COBoc); 79.9 (Chod); 66.1(CHa 1); 66.0 (CH, o); 63.5 (CH, ,); 58.4 (C- CHa, ); 51.8 (C-
CHa, + CH,.); 28.8 (CHs pod); 18.3 (CHs); 17.4 (CHs o).

EM (ESI) calculado para C4sHssNOis: 1265.6 [M]*; encontrado: 1288.5 [M+ Na|* y
1305.4 M+ KJ*.

Analisis elemental para Cs;sHssNOug; calculado: C, 51.22%; H, 7.24%; N, 1.11%;
encontrado: C, 51.03%; H, 7.08%; N, 1.35%.

Dendroén de tercera generacion protegido (10).

El compuesto 9 (1.0 g, 0.79 mmol) y DMAP (405 mg, 3.32 mmol), se disuelven
en piridina (8 ml) y se diluyen con diclorometano (16 ml). Posteriormente se afiade el
anhidrido benciliden-2,2-bis(oximetil) propiénico (5) (5.6 g, 12.3 mmol). La mezcla de
reaccién se agita a temperatura ambiente durante 12 h. El crudo de reaccién se trata

con una mezcla piridina:agua (1:1) durante 12 h. Posteriormente se diluye con CH2Cl,
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(600 ml) y se lava con NaHSO4 1M (2 x 250 ml), Na2COs (10%) (2 x 250 ml) y una
disolucién saturada de NaCl (1 x 250 ml). La fase organica se seca con MgSOsanhidro y
se evapora a vacio dando lugar al compuesto 10 como un sélido blanco que se

rectistaliza empleando CHCls/eter (2.5 g, 85 %).

Pf: 97-99 °C.

TH-RMN (300 MHz, CDCL) 8: 7.28-7.43 (m, 60H, Ha,); 5.39 (s, 12H, CH-Ar); 4.56 (d,
24H, J=11.4 Hz, CH, 4); 4.36 (m, 30H, CH.,, + CH,); 4.09 (m, 12 H, J=11 .4 Hz, CH,
v); 3.54 (d, 24 H, J= 11.4 Hz, CH, 4); 1.40 (s, 9H, CH; 5o0); 1.20 (s, 18H, CH; 0); 1.04 (s,
18H, CHs y); 0.91 (s, 36H, CHs ).

BC-RMN (75 MHz, CDCL) 8: 173.2 (CO-C-CH, 4); 171.9 (CO-C-CH, o); 171.5 (CO-
C-CH, 1); 154.1 (COgoo); 137.9 (Cag); 128.8 (CHay); 128.1 (CHay); 126.2 (CHyy); 101.6
(CH-A1); 80.1 (Cpod); 73.4 (CHa a); 65.0 (CH, « + CHa 1); 63.5 (CH, ); 57.2 (C- CH, )3
46.9 (C- CH, ); 46.5 (C- CHa v); 42.6 (C- CHa 4); 28.3 (CHs 3od); 17.7 (CHs ); 17.6 (CHs,
»); 17.2 (CHs ).

EM (ESI) calculado para Ci9sH235NOgs: 3713.5 [M]*; encontrado: 3736.7 [M+ Na]*.

Analisis elemental para CiosH23sNOgg; calculado: C, 63.98%; H, 6.37%; N, 0.38%;
encontrado: C, 63.80%; H, 6.41%; N, 0.33%.
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Dendroén de tercera generacion desprotegido (11).

A una solucién del compuesto 10 (2.4 g, 0.7 mmol) en CH>Cl,/MeOH (1:1) se
afiade una cantidad catalitica de paladio al 10% sobre carbono. La mezcla se somete a
hidrogenacién a temperatura y presién ambiente durante 12 horas. La mezcla de
reacciéon se filtra sobre celita y el disolvente se evapora a vacio dando lugar al

compuesto 11 como un sélido blanco (1.7 g, 99%).

Pf: 110-112 °C.

TH-RMN (300 MHz, CD;0D) 8: 4.47 (s, 6H, CHz..); 4.37- 427 (m, 36H, CHa vy CHo
05 3.72- 3.62 (m, 48 H, CHz 9); 1.48 (s, 9H, CHs noo); 1.38 (s, 9H, CH31); 133 (s, 18H,
CH;¢); 1.17 (s, 36H, CHs o).

BC-RMN (75 MHz, CD50D) 8: 175.9 (CO-C-CHa, ); 173.8 (CO-C-CH,.); 173.3 (CO-
C-CHay); 156.4 (COBoc); 80.1 (Ciod); 65.5 (CHa v); 64.8 (CH, ); 64.5 (CH, o); 62.3 (CH,

25 50.4 (C- CH24pcd); 27.6 (CH3B0c); 17.0 (CH30); 16.8 (CH3v); 16.8 (CHs ).

EM (ESI) calculado para Ci14Hig7NOgs: 2658.1 [M]*; encontrado: 2681.3 [M+ Nal,
1352 [M+ 2Naj?* y 909.3 [M+ 3Na]3*.

182



Parte excperimental

Analisis elemental para Ci14H1s7NOgs; calculado: C, 51.48%; H, 7.09%; N, 0.53%;
encontrado: C, 51.27%; H, 7.11%; N, 0.56%.

Dendroén de tercera generacion funcionalizado con acido succinico (12).

HO
© Og_oH oH
o o
0 o. OH
o
°5
o OH
Y ow

El dendrén 11 (40 mg, 0.015 mmol), anhidrido succinico (54 mg, 0.54 mmol) y
una cantidad catalitica de DMAP (3 mg, 0.018 mmol) se disuelven en piridina (2 ml).
La reaccién se mantiene en agitaciéon a temperatura ambiente durante 24 horas. El
disolvente se evapora a vacio y el residuo resultante se disuelve en metanol
purificandose mediante filtracién usando Amicén Centri plus 3000 y realizando ocho
ciclos de lavado. Posteriormente, el disolvente se evapora a vacio obteniéndose el

compuesto 12 como un aceite incoloro (67 mg, 89%).
TH-RMN (300 MHz, CDsOD) 8: 4.55 (s, 6H, CHz,); 4.41 (s, 12H, CHo4); 4.35 (s, 24H,

CH, ); 428 (s, 48H, CH, a); 2.72- 2.55 (m, 96 H, OOC-CH,-CH,-COO); 1.48 (s, 9H,
CHs 5od); 1.39 (s, 9H, CHs); 1.33 (s, 18H, CH; ); 1.20 (s, 36H, CH; ).
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BC-RMN (75 MHz, CD;OD) & 1729 (CO); 171.9 (CO); 171.6 (CO); 171.5
(CO);160.6 (COBod; 79.9 (Cooo); 65.3 (CHa); 46.2 (C-CHa); 28.9 (OOC-CH,-CH,-
COO0); 29.3 (CHs pod); 17.8 (CHs.); 17.6 (CHsw); 17.5 (CHs o).

2-Bromoetil 2,3,4,6-tetra- O-acetil-a-D-manopiranosido (14).134

AcO OAc
AcO O
AcO
O\/\ Br

Sobre una disolucién de 2-bromoetanol (910 YL, 12.8 mmol) y 1,2,3,4,6-penta-
O-acetil-0,3-D-manosa (13) (4 g, 10.25 mmol) en CH,Cl, (20 mI) a 0 °C y bajo
atmosfera de argdn, se aflade BF:.EtO (6.5 mL, 51.2 mmol, 5 eq.) gota a gota durante
15 min. Transcurridas 2 horas, se permite que la disolucién alcance temperatura
ambiente. Después de 24 horas, la mezcla de reaccién se afiade sobre agua-hielo (30
mL) y se extrae con CH>Cl> (3 x 30 mL). La combinacién de los extractos organicos se
lava con agua (30 mlL), disolucién saturada de NaHCO;3 (30 mL), agua (30 mL) y se
seca sobre MgSOs. El disolvente se elimina a vacio y el residuo se purifica por
cromatografia en columna de gel de silice (Hexano:AcOEt, 1:1) obteniéndose el 2-
bromoetil-2,3,4,6-tetra- O-acetyl-0-D-manopiranosido (14) como un sélido blanco (3.41

g, 73%).

[o] p20: + 37.3 (c 0.75, CHCl;); Lit.!3* [o] p2: + 45 (c 0.6, CHCl3)

TH-RMN (300 MHz, CDCls) 8: 5.36 (dd, 1H, J=10.0, 3.1 Hz, Hs), 5,32-5,26 (m, 2H,
Hy,Hy), 4.87 (d, 1H, J=1.5 Hz, Hy), 429 (dd, 1H, /=122, 5.3 Hz, Hy), 4.12 (dd, 1H,
J=12.2, 2.2 Hz, Hy), 4.05 (ddd, 1H, J=10.2, 5.3, 2.2 Hz, Hs), 3.87 (ddd, 1H, J=10.6, 6.6,
4.0 Hz, Hy), 3.67 (ddd, 1H, J=10.6, 5.8, 3.8 Hz, Hy), 3.47 (m, 2H, 2Hs), 2.16, 2.10, 2.05,
1.99 (4s, 12H, CH;COO).

13% Dahm, J.; Frejd, T.; Gronberg, J.; Law, T.; Magnussox, G.; Nooti, G. Carbobydr. Res. 1983,
116, 303-307.
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BC-RMN (75 MHz, CDCI3) 8: 170.6, 170.0, 169.9 y 169.8 (CO), 97.7 (C1), 69.4 (C2),
69.0 y 68.9 (C3, C5), 66.4 (C4), 66.0 (C7), 62.4 (CG6), 30.4 (C8), 21.8, 21.7, 21.7 y 21.6
(CH5COO).

2-Azidoetil-2,3,4,6-tetra- O-acetil-0-D-manopiranosido (15).135

AcO— OAc
FRe
O~p,

El 2-bromoetil 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-manopiranosido (14) (1.3 g, 2.85
mmol) y azida sédica (1.5 g, 22.84 mmol) se disuelven en DMF anhidra (30 mL) y la
mezcla de reaccién se mantiene en agitacion a 50°C durante 15 h. El crudo de reaccion
se diluye con AcOEt (150 mL) y se lava con agua para extraer el exceso de NaNj y el
NaBr formado durante la reaccion. La fraccién organica se seca sobre MgSO, anhidro,

y se elimina el disolvente a vacio, obteniendose el 2-azidoetil-2,3,4,6-tetra-O-acetil-0-D-

manopiranosido (15) como un sélido blanco (1.19 g, 99%).
[«] p?: +50.2 (c 0.75, CHCls); Lit.!% [a] p?3: + 39 (c 1.5, CHCls)

TH-RMN (300 MHz, CDCL) & 5.36 (dd, 1H, J=10.0 Hz, J=3.1 Hz, Hs); 5.32-5.26 (m,
2H, Hy + Hy); 4.87 (d, 1H, J=1.5 Hz, H,); 4.29 (dd, 1H, J=12.2 Hz, J=5.3 Hz, Hy); 4.12
(dd, 1H, J=12.2 Hz, J=2.2 Hz, H¢); 4.05 (ddd, 1H, J=10.2 Hz, J=5.3 Hz, J=2.2 Hz,
Hs); 3.87 (ddd, 1H, J=10.6 Hz, J=6.6 Hz, J=4.0 Hz, Hy); 3.67 (ddd, 1H, J=10.6 Hz,
J=5.8 Hz, ]=3.8 Hz, Hy); 3.47 (m, 2H, 2Hy); 2.16(s, 3H, CH;CO); 2.10(s, 3H, CH;CO);
2.05(s, 3H, CH;CO); 1.99(s, 3H, CH;CO)

BC-RMN (75 MHz, CDCL) &: 171.0 (CO); 170.4(CO); 170.3(CO); 170.2 (CO); 98.1
(C-1); 69.8 (C-2); 69.2 (C-3, C-5); 67.5 (C-7); 66.4 (C-4); 62.8 (C-6); 50.7 (C-8); 21.3
(CH,CO); 21.2(CH5CO); 21.1 (CH5CO); 21.1 (CH5CO)

135 Chernyak, A.Y.; Sharma, G.V.M.; Kononov, L.0.; Krishna, P.R.; Levinsky, A.B.; Kochetkov,
N.K. Carbohydr. Res. 1992, 223, 303-309.
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2-Azidoetil-a-D-manopiranosido(16).13¢

HO o)
HO&Q
HO

O\/\N3

El compuesto 15 (1.2 g, 2.85 mmol) se disuelve en MeOH seco (40 mL) y una
disolucién 1M de NaOMe en MeOH (5 mL) se afiade hasta que se alcanza pH 9. La
mezcla de reaccién se mantiene en agitacién a temperatura ambiente durante 30 min.

Después, se neutraliza con resina Amberlite IR 120, se filtra y el disolvente se elimina a

vacio obteniéndose el 2-azidoetil-O-D-manopiranosido (16) como un sélido blanco

(710 mg, 99%).
[] p20: +135.0 (c 0.5, CHCLs); Lit.!3 [o] p2%: +139.2 (c 0.5, CHCl5).

TH-RMN (300 MHz, CD;OD) 8: 4.83 (d, 1H, J=1.5 Hz, H); 3.97-3.88 (m, 2H, H; +
F); 3.84 (m, 1H, Ha); 3.76-3.57 (m, 5H, Hs + 2H, + 2Hy); 3.43 (m, 2H, Hy).

BC-RMN (75 MHz, CD;OD) 8: 101.8 (C-1); 74.9 (C-2); 72.4; 72.0 (C-3, C-5); 68.5 (C-
4); 67.7 (C-T); 62.9 (C-6); 51.7 (C-8).

2-Aminoetil 0-D-mannopiranosido (17).13¢

HO OH
HO O
HO

O\/\NHZ

A una disolucion de 16 (540 mg, 2.20 mmol) en MeOH (15 ml) se afiade una
cantidad catalitica de paladio al 10% sobre carbono. La mezcla se somete a

hidrogenaciéon a temperatura y presiéon ambientes durante 24 horas. La mezcla de

136 Lindhorst, T.K.; Koetter, S.; Krallmann-Wenzel, U.; Ehlers, S. J. Chen. Soc, Perkin Trans. 1
2001, 823-831.
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Parte excperimental

reaccién se filtra sobre celita y el disolvente se evapora a vacio obteniendose el 2-

aminoetil O-D-manopiranosido (17) como un sélido blanco (425 mg, 99%).

[o] p20: +75.4 (c 1, MeOH); Lit.1% [o p2: + 84.5 (c 1.2, MeOH).

IH-RMN (300 MHz, D:O) 6: 4.75 (d, 1H, J=1.5 Hz, Hy); 3.85 (dd, 1H, J=3.3, Hz,
J=1.5 Hz, Hy); 3.75 (m, 1H, Hg¢); 3.74-3.59 (m, 3H, Hs + H4 + He); 3.53 (m, 2H, Hy);

3.45 (m, 1H, Hs); 2.80 (m, 2H, Hy).

BC-RMN (75 MHz, D,0) 8: 101.2 (C-1); 74.1 (C-5); 71.8 (C-3); 71.2 (C-2); 68.8 (C-4);
68.1 (C-7); 62.2 (C-6); 41.8 (C-8).

Dendroén control de tercera generacion 3GTBoc(SucC)za.

o

= ( H
o 00 HNT
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d o 07’—_{; o
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—~ 2 T AN

o
-0
o/ o -~ a o. 3 o “on
NH o 73 ° H\\ ° @
— H HN
o /HN 5 /800 0;0 o=? o{\yoj\\\(o()}m‘ \oH
NH
OH 0‘“2 S ézo o H o
WA TR = LS g OH
HO 2 { WS
HJ on

A una disolucién del dendrén 12 (35 mg, 6.9 x 103 mmol) en DMF (5 ml), se
aflade DIC (84 pl, 0.49 mmol) y HOBt (72 mg, 0.49 mmol) y se mantiene en agitacion
durante 10 minutos. Una vez transcurrido este tiempo, se aflade etanolamina (32 mg,
0.49 mmol). La reaccién se mantiene a temperatura ambiente durante 24 horas. El

disolvente se evapora a vacio y el residuo resultante se disuelve en agua purificandose
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Capitulo 7

mediante filtracién usando Amicon Centri plus 3000 realizando ocho ciclos de lavado.
Su posterior liofilizacion conduce a 3GTBoc(SucC)24 como un aceite incoloro (21 mg,

50%).

IH-RMN (300 MHz, D,0) 8: 4.41 (s, 6H, CH, ,); 4.30 (s, 12H, CH, 1); 4.22 (s, 24H,
CH, ); 4.09 (s, 48H, CH, o); 3.72 (t, 48H, J= 5.2 Hz, CH,-OH ); 3.05 (t, 48H, J= 5.2
Hz, CH,-NHCO); 2.57- 2.43 (m, 92 H, OOC-CH,-CH,-COO); 1.35 (s, 9H, CH poc);
1.28 (s, 9H, CHsy); 1.18 (s, 18H, CH; o); 1.06 (s, 36H, CH; ¢)

BC-RMN (75 MHz, D,0O) 8: 173.3 (CO); 172.1 (CO); 171.9 (CO); 160.4 (COpoo); 80.9
(Chod); 67.3 (CHa rb+0); 59.9 (CH,-O); 45.3 (C-CH,); 40.9 (CH,-N); 29.1 (OOC-CH,-
CH,-COO); 28.9 (OOC-CH,-CH,-COOY; 28.4 (CHj pod); 18.1 (CHs 2); 17.9 (CHs v);

17.8 (CH; )

Glicodendron de manosa de tercera generacion 3GTBoc(SucMan)zq.

o] f 3
% Q&J/?f/[ mo A&

A una disolucién del dendrén 12 (29 mg, 5.7 x 103 mmol) en DMF (6 ml), se
afiade DIC (66 pl, 0.42 mmol) y HOBt (57 mg, 0.42 mmol) y se mantiene en agitacion
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durante 10 minutos. Una vez transcurrido este tiempo, se afiade el glicoconjugado 17
(50 mg, 0.22 mmol) disuelto en DMF (4 ml). La reaccién se mantiene a temperatura
ambiente durante 24 horas. El disolvente se evapora a vacio y el residuo resultante se
disuelve en agua purificindose mediante filtracién usando Amicon Centri plus 3000
realizando ocho ciclos de lavado. Su posterior liofilizacién conduce al producto

3GTBoc(SucMan)24 como un sélido blanco (50 mg, 86%).
[o] p20: + 50.5 (c 0.75, MeOH).

TH-RMN (300 MHz, D,O) &: 4.78 (s, 24H, Hy); 4.23- 4.16 (m, 90H, CH, , + CH, , +
CH, . + CHa a); 3.91-3.25 (m, 192H, Hy + Hs + Hes Hs +Hg + Hy + Hg); 2.59 (m, 48H,
HNOC-CH,-CH,-COOY); 1.35 (s, 9H, CHj po0; 2.48 (m, 48H, HNOC-CH,-CH,-
COO); 1.34 (s, 9H, CH; poo); 1.28 (s, 9H, CHs v); 1.23 (s, 18H, CH; 0); 1.18 (s, 36H,
CHs )

BC-RMN (75 MHz, D,0) 8: 174.9 (CO); 174.7 (CO); 173.1 (CO); 161.7 (COgoo); 101.8
(C1); 80.9 (Chod); 74.9 (Cs); 72.1 (Cs.4); 71.8 (C2); 69.1 (Cs.0); 65.9 (CHa 1+ CHayp + CH,.);
65.1 (Cy); 62.3 (Cy); 45.3 (C-CHa); 41.0 (Cs); 29.5 NOC-CH,-CH,-COO); 28.6 (NOC-
CH,-CH,-COO); 29.1 (CHs poc); 18.3 (CHs 4); 18.1 (CHs); 17.9 (CHs )

Monosuccinato de bencilo (18).%8

0]

HO)J\/\[(OBn

o

Una mezcla de anhidrido succinico (1.0 g, 10 mmol), alcohol bencilico (860 pL.,
8.30 mmol) y DMAP (1.02 g, 8.30 mmol) en CH>Cl> (30 ml) se agita durante 18 horas a
temperatura ambiente. Después, se afiade a la mezcla de reaccién una disolucién al 5%

de NaxCO3 (3%20 mL). Se acidifica la fase acuosa con HCl 1M (hasta pH=4) y se extrac

% Isomura, I.; Wirsching, P.; Janda, K. D. J. Org. Chem. 2001, 66, 4115-4121.
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Capitulo 7

con AcOEt (3X15 mL). La fase organica se lava con una disoluciéon de NaCl saturada y
se seca sobre MgSOy. Se evapora el disolvente a presién reducida dando lugar al

monosuccinato de bencilo 18 como un sélido blanco (1.6 g, 94%).

Pf: 55-57 °C.

TH-RMN (300 MHz, CDClL3) &: 7.38 (m, 5 H, Has), 5.18 (s, 2 H, CH>-Ph), 2.72 (m, 4
H, OOC-CH,-CH,-COO).

BC-RMN (75 MHz, CDCl;) 8: 177.3, 171.0 (CO), 134.7 (Cay), 127.6 (CHyy); 127.6
(CHa); 127.3 (CHa); 127.2(CHap); 127.2 (CHay); 65.7 (CH,-Ph), 28.0 (CH,-COY); 27.9
(CH2-CO).

Dendrén de tercera generacion funcionalizado con monosuccinato de bencilo y

f o P,()Bnonn

(?r()Bn
f % OBn
Q BocHN ; \:— n/\/?l\
Bn(){\)ko}_[g
o
o 0 o o o o Q -
Q 0 o o o o o OJ‘\/\I\/‘
[ o
0,

BnO o
o o o o, o 9
/a/é . ) S
BnO. o o o 0 OBOBn
o 0 o 00 © 0, "
Q °_o 0. (md’
BnO r/é o
o0 © oBx
oo
Bn
o 07°0Bn

BnO
BnO OBn

protegido con Boc (19).

A una disolucién del dendrén 11 (100 mg, 0.04 mmol), monosuccinato de
bencilo 18 (301 mg, 1.44 mmol) y DPTS (266 mg, 0.90 mmol) en CHxCl> (8 ml) se
afiade DCC (299 mg, 1.44 mmol) disuelta en CH2Cl> (3ml). La reaccién se mantiene en
agitacién a temperatura ambiente durante 24h. La mezcla de reaccién se filtra sobre

celita. El crudo se diluye en CH2Cl; (15 ml) y se lava con una disolucién saturada de
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Parte excperimental

NaHCO; (30 ml x 3). Se purifica empleando sephadex LH20 (CH:Cl,/MeOH)

obteniéndose el dendrén 19 como un aceite incoloro (264 mg, 97 %).

TH-RMN (300 MHz, CDCL) 8: 7.26 (m, 120H, Ar); 5.03 (s, 48H, CH,-Ph); 4.10-4.27
(m, 90H, CH, ,+ CHa, + CH, .+ CHa ); 2.57 (m, 96H, CH,CO); 1.33 (s, 9H, CHs poc);
1.26 (s, 9H, CH; v); 1.19 (s, 18H, CHs ¢); 1.03 (s, 27H, CH 4).

BC-RMN (75 MHz, CDCL) 8: 171.9 (CO); 171.7 (CO); 171.6 (CO); 171.5 (CO);159.6
(COBoc); 135.9 (Can); 128.6 (CHay); 128.2 (CHa); 79.9 (Ciod); 66.5 (CH,-Ph); 65.17 (CH,
o+ CH, p + CH, J); 28.9 (OOC-CH,-CH,-COOY; 28.8 (OOC-CH,-CH,-COO); 28.3
(CHs 3o0); 17.7 (CHs0); 17.6 (CHs v); 17.5 (CHs o).

EM (ESI) calculado para Cs9H420NO139: 7217.7 [M]F; encontrado: 3632.4 [M+ 2Nal?*
y 2429.8 [M + 3Nal3*.

Dendrén de tercera generacion funcionalizado con monosuccinato de bencilo

(20).

) 0 OBn
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Capitulo 7

El dendrén 19 (200 mg, 0.028 mmol) se disuelve en CHClz (1 ml) y se le afiade
acido trifluoroacético (Iml). La disolucion se deja en agitacién a temperatura ambiente
durante 2h. Transcurrido este tiempo se evapora el disolvente. El crudo de reaccion se
purifica empleando sephadex LH20 (CH:Cl,/MeOH) obteniéndose el dendron 20

como un aceite incoloro (196 mg, 99 %).

TH-RMN (300 MHz, CD;0D) 8: 7.28 (m, 120H, Ar); 5.04 (s, 48H, CH,-Ph); 4.12-4.26
(m, 90H, CH, .+ CH,, + CH,  + CH, ); 2.58 (m, 96H, CH,CO); 1.23 (s, 9H, CH; 1,);
1.15 (s, 18H, CH; ¢); 1.03 (s, 36H, CH; o).

BC-RMN (75 MHz, CDCL) 8: 171.8 (CO); 171.6 (CO); 171.5 (CO); 171.4 (CO); 136.0
(Ca); 128.7 (CHay); 128.3 (CHag); 66.7 (CHo-Ph); 653 (CH, CH, .+ CH, , + CH, J);
28.8 (OOC-CH,-CH,-COO); 28.6 (OOC-CH,-CH,-COO); 17.6 (CH; ,); 17.5 (CH; v);
17.4 (CH; ).

EM (ESI) calculado para C373H419NO13s: 7119.6 [M]F; encontrado: 3583.1 [M+ 2Nal?*
y 2397.5 [M + 3Nal3*.

7.3.2. Dendrones basados en el acido 2,2-bis-(hidroximetil)propionico con

espaciador.

Para facilitar la caracterizacion de los dendrones basados en el acido 2,2-bis-
(hidroximetil)propiénico con espaciador se ha empleado la nomenclatura que se
muestra a continuacion:

a metileno de niicleo P on

b metileno de 1? generacion o= o §/Q/ou

¢ metileno de 2° generacion % o c
by

a' metileno de la posicion focal
b' metilo de 1* generacion

¢' metilo de 2* generacion 9 o
a b'Q
it o i OH
BocHN o o NHJ\/\H/O a (o)
SN N NN I b oH
X\\ o
o
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N-(tert-Butoxicarbonil)-1,13-diamino-4,7,10-trioxatridecano (22).193

BOCHN\/\/O\/\O/\/O\/\/NHZ

4,7,10-Trioxa-1,13-tridecanenanina (21) (26.7 mL, 122 mmol) se disuelve en
1,4-dioxano (30 ml). Posteriormente se adiciona lentamente durante una hora una
disolucién de Boc,O (4.37 g, 23.5 mmol) en 1,4-dioxano (30 ml) manteniéndose la
mezcla en agitacion a temperatura ambiente durante cinco horas mas. El disolvente se
evapora a presion reducida y el crudo resultante se disuelve en agua (50 ml) y se extrae
con CH>Cl (4 x 50 ml). La fase organica se lava con una disolucién de NaCl saturada (4
x 30 mL) y se seca sobre MgSO, anhidro; el disolvente se evapora a vacio dando lugar

al producto 22 como un aceite incoloro (6.7 g, 89 %).

TH-RMN (300 MHz, CDCls) 6: 3.66-3.53 (m, 12 H, CH>-O); 3.22 (q, 2H, J= 6 Hz,
CH,-CH,-NH); 2.79 (t, 2H, J= 6.9 Hz, CH,-CH,-NH); 3.22 (m, 4H, CH,-CH,-NH);
1.43 (S, 9H, CH% Boc)-

1BC-RMN (75 MHz, CDCl3) 8: 156.2 (COgoc); 78.9 (Cod); 70.7 (CHa-O); 70.4 (CH,-O);
69.6 (CH2-O); 39.7 (CH>-CH>-NH); 38.6 (CH,-CH»-NH); 29.7 (CH,-CH»>-NH); 28.6
(CH3 Boc)-

3-(Benziloxi)-2,2-bis(benziloximetil)propan-1-ol (24).

OBn
HO OBn

BnO

103 Braun, M.; Hartnagel, U.; Ravanelli, E.; Schade, B.; Bottcher, C.; Vostrowsky, O.; Hirsch, A.
Eur. ]. Org. Chem. 2004, 1983-2001.
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Capitulo 7

A una disolucién de pentaeritritol (23) (3.0 g, 22.2 mmol) en DMF (60 ml), se
le afiade cloruro de bencilo (7.9 ml, 66.6 mmol). A la mezcla de reaccién se le adiciona
lentamente y a 0°C NaH (2.7 g, 66.6 mmol). La reaccién se mantiene en agitacion a
temperatura ambiente durante 2h. El disolvente se elimina a presion reducida y el crudo
de reaccion se purifica mediante cromatograffa en columna de gel de silice utilizando
como eluyente hexano/acetato de etilo (12:1), obteniéndose el producto 24 como un

aceite incoloro (4.6 g; 51%).

TH-RMN (300 MHz, CDCLy) 8: 7.31-7.43 (m, 15H, Hay); 4.56 (s, 6H, CH,-Ph); 3.87 (d,
2H, J=5.4 Hz, CH,-OH); 3.66 (s, 6H, CH,-OBn); 2.99 (t, 1H, J=5.4, OH).

BC-RMN (125 MHz, CDCls) 8: 138.5 (Cag); 128.4 (CHay); 127.6 (CHyy); 127.5 (CHay);
73.6 (CH,-OBn); 70.9 (CH,-Ph); 66.1 (CH,-OH); 45.2 (C-CH,OBn).

IR (NaCl, cm!) v: 3456.

EMAR-FAB calculado para [M+Na] CyH3OsNa (m/z): 429.2042; encontrado:
429.2057.

Acido 4-(3’-(benziloxi)-2’,2’-bis(benziloximetil)propoxi)-4-oxobutanoico (25).

OBn

Ho)j\/\[(o OBn

° BnO
Se disuelven el compuesto 24 (2.08 g, 5.12 mmol), anhidrido succinico
(0.77g, 7.68 mmol) y DMAP (0.31 mg, 2.56 mmol) en piridina seca (30 ml). La
disolucién se mantiene en agitacioén a temperatura ambiente durante 24 h. El disolvente
se evapora y se purifica mediante cromatografia en columna de gel de silice empleando
como eluyente hexano/Acetato de etilo (4:1) dando lugar al compuesto 25 como un

aceite incoloro (2.33 g, 90%).
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TH-RMN (300 MHz, CDCL) 8: 7.28-7.34 (m, 15H, Ha,); 4.49 (s, 6H, CH,-Ph); 4.28 (s,
2H, CH,-OCO); 3.55 (s, 6H, CH,-OBn); 2.50-2.57 (m, 4H, HOOC-CH,CH,-COO).

BC-RMN (75 MHz, CDCl;) &: 178.1 (COOH); 171.8 (COO); 138.7 (Ca); 128.4
(CHap); 127.6 (CHa); 127.5 (CHay); 73.4 (CHo-Ph); 69.8 (CH,-OBn); 64.3 (CH,-OCO);
44.7 (C-CH,OBn); 28.9 (HOOC-CH,CH,-COO).

IR (NaCl, cm) v: 3250, 1738, 1713.

EMAR-FAB calculado para [M+Na] C3HsO7Na (m/z): 529.2202; encontrado:
529.2215.

Nucleo de crecimiento protegido con espaciador (26).

OBn
(0]

BocHN. _~_ O~ g On~NH J\/\c[)fo
BnO

OBn

A una disolucién del acido 25 (0.10 g, 0.19 mmol) y N-(zer-butoxicarbonil)-
1,13-diamino-4,7,10-trioxatridecano (22) (0.76 mg, 0,24 mmol) en DMF (5 ml), se le
afiade DIC (62 pl, 0.39 mmol) y HOBt (0.54 g, 0.39 mmol). La reaccién se mantiene en
agitacién a temperatura ambiente durante 24 h. El crudo de reaccién se evapora y se
purifica mediante cromatografia en columna de gel de silice empleando como eluyente

acetato de etilo/hexano (4:1) dando lugar al compuesto 26 como un aceite incoloro

(0.14 g, 88%).

IH-RMN (400 MHz CDCl) & 7.33-7.23 (m, 15H, Ha); 625 (s,
1H, NH); 4.99 (s, 1H, NH); 4.49 (s, 6H, CHy-Ar); 4.24 (s, 2H, CH,-OCO); 3.53-3.68
(m, 12 H, CH,-O); 3.54 (s, 6H, CH,-OAr); 3.35 (q, 2H, J= 6 Hz, CH,CH,NH); 3.24
(m, 2H, OCH,CH,NH); 2.57 (t, 2H, ] = 7.2 Hz, CH,COO); 2.38 (t, 2H, ] = 7.2 Hz,
CH,COO); 1.77 (m, 4H, CH,CH,NH); 1.46 (s, 9H, CH poc).
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BC-RMN (100 MHz, CDCL) 8: 172.8 (COO); 171.3 (CONH); 156.2 (COpoJ); 138.7
(Cas); 128.4 (CHap); 127.5 (CHal); 127.5 (CHal); 79.1 (Caod); 73.5 (CHa-Ar); 70.8 (CHo-
O); 70.7 (CH,-O); 704 (CH»-O) ; 69.2 (CH,-OBn); 64.1 (CH,OCO); 44.8 (C-
CH,OBn); 31.1 (CH,-CO); 29.8 (CH,CH,NH); 29.7 (CH,-CO); 29.1 (CH,CH,NH);
28.6 (CH Boo).

IR (NaCl, em) v: 1739; 1672; 1525.

EM (ESI): calculado para CssHeaN2O11: 808.5 [M]*; encontrado: 831.5 [M +Na|* y
847.4 M +K]*.

Analisis elemental para Ci;sHaN2O11; calculado: C, 66.81%; H, 7.97%; N, 3.46%;
encontrado: C, 66.78%; H, 7.09%; N, 3.74%.

Nucleo de crecimiento desprotegido con espaciador (27).

OH
o

BocHN. _~_ O~ O NHJ\/\IOfO
HO

OH

A una solucién del compuesto 26 (0.14 g, 0.173mmol) en etanol (10 ml) se
aflade una cantidad catalitica de paladio al 10% sobre carbono. La mezcla se somete a
hidrogenaciéon a temperatura y presion ambiente durante 12 horas. La mezcla de
reaccion se filtra sobre celita y el disolvente se evapora a vacio dando lugar a un aceite

incoloro 27 (92 mg, 99%).

TH-RMN (300 MHz, CD;0D) 8: 4.10 (s, 2H, CH,OCO); 3.50-3.67 (m, 12 H, CH,-O);
3.60 (s, 6H, CH,-OH); 3.28 (t, 2H, J= 6.9 Hz, CH,-NH); 3.14 (t, 2H, J= 6.9 Hz, CH,-
NH); 2.65 (m, 2H, CH,CO); 2.51 (m, 2H, CH,CO); 1.76 (m, 4H, O-CH,CH,CH,-NH);
1.41 (s, 9H, CH; o).

196



Parte excperimental

BC-RMN (125 MHz, CD;0D) 8: 175.3 (COO); 175.1 (CONH); 159.3 (COgoc); 80.7
(Coo); 72.4 (CH,-O); 72.1 (CH,-O); 70.7 (CH»-0); 65.3 (CH,-OCOY; 63.1 (CH,-OH);
472 (C-CH,OH); 39.6 (CH,CH,NHCO); 38.7 (CH,CH.NHBoc); 323 (NOC-
CH,CH,-COO); 31.7 (CH,CH,NH); 31.2 NOC-CH,CH,-COOY; 29.7 (CH goo).

IR (NaCl, cm) v: 3365; 1720; 1692; 1657; 1538.

EM (ESI): Calculado para C24HisN2Oq1: 538.3 [M]*; encontrado: 539.3 [M +H]*, 561.3
[M +Na]*y 577.2 [M +K]*.

Analisis elemental para CyHysN2011; calculado: C, 53.52 %; H, 8.61%; N, 5.20%;
encontrado: C, 53.05 %; H, 8.50%; N, 4.93%.

Dendrén de primera generacion protegido con espaciador (28).

Ph
o

Y
o
o o o
° o>—€ o>—F'h
BockN \/\/0\/\0/\/0\/\/”'”)1\/\[]/0
o 9
o
oﬁé

O
A

El compuesto 27 (1.1 g; 2.1 mmol) y DMAP (385 mg; 3.1 mmol), se disuelven
en piridina seca (5 ml) y se diluyen con diclorometano (10 ml). Posteriormente se afiade
el anhidrido benciliden-2,2-bis(oximetil) propiénico (5) (3.6 g; 8.4 mmol). La mezcla de
reaccion se agita a temperatura ambiente durante 12 h. El crudo de reaccién se trata
con una mezcla de piridina:agua (1:1) durante 12 h. Posteriormente se diluye con
CH2CL (1 1) y se lava con NaHSO4 1M (2 x 400 ml), NaxCO3 (10%) (2 x 400 ml) y una
disolucién saturada de NaCl (1 x 400 ml). La fase organica se seca con MgSOgsanhidro y

se evapora. El crudo se purifica mediante cromatografia en columna de gel de silice
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utilizando como eluyente CH,Cly/isopropanol (9.7:0.3), obteniéndose el compuesto 28

como un aceite incoloro (2.0 g; 87 %).

TH-RMN (400 MHz, CDCL) 8: 7.28-7.42 (m, 15H, Ar); 5.43 (s, 3H, CH-Ph); 4.59 (d,
6H, J= 11.6 Hz, CHay); 4.29 (s, 6H, CH, ,); 4.16 (s, 6H, CH. ); 3.50-3.64 (m, 18 H,
CH,-O + CHa1); 3.29 (m, 2H, CH,-NH); 3.28 (t, 2H, J= 6.9 Hz, CH,-NH); 2.52 (m,
2H, CH,CO); 2.26 (m, 2H, CH,CO); 1.73 (m, 4H, O-CH,CH,CH,-NH); 1.45 (s, 9H,
CHs 5o0); 0.93 (s, 9H, CH; 1).

BC-RMN (100 MHz, CDCl;) 8: 173.2 (CO-C-CH, ); 172.1 (COO); 171.1 (CONH);
156.1 (COpoo); 137.8 (Cas); 128.9 (CHay); 128.2 (CHay); 126.2 (CHay); 101.8 (CH-Ar);
81.2 (Cpod); 73.6 (CHa 1); 70.6 (CH-0); 70.3 (CH,-O); 70.1 (CH,-O); 69.7 (CH,-O);
62.1 (CH, , + CH, ,); 43.4 (C-CH, ,); 42.8 (C-CH, v); 38.7 (CH,CH,NHCO); 37.7
(CH,CH,NHBoc); 29.7 (NOC-CH,CH,-COO); 29.4 (CH,CH,NH); 29.1 (NOC-
CH,CH,-COO); 28.1 (CHspoe) 17.8 (CHs ).

IR (NaCl, cm) v: 1740, 1163, 1094.

EMAR-FAB calculado para [M + Na] CeHg:N2O2xNa (m/z): 1173.5359; encontrado:
1173.5315.

Dendroén de primera generacion desprotegido con espaciador (29).

OH oy

by

o
® o EOH
2 OATO OH
BocHN\/\/o\/\o /\/o\/\/NHJJ\/\r
o o_o
Hoﬁé
HO

A una disolucién del dendrén 28 (1.3 g, 1.1 mmol) en CH2Cl,/MeOH (1:1) se
afiade una cantidad catalitica de paladio al 10% sobre carbono. La mezcla se somete a

hidrogenaciéon a temperatura y presion ambiente durante 12 horas. La mezcla de
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Parte excperimental

reaccion se filtra sobre celita y el disolvente se evapora a vacfo dando lugar al dendrén

29 como un aceite incoloro (0.99 g, 99%).

TH-RMN (400 MHz, CD;OD) 8: 4.23 (s, 8H, CH,, + CH, ,); 3.72 (d, 6H, J= 10.8 Hz,
CHay); 3.62 (d, 6H, J= 10.8 Hz, CH,1); 3.51-3.66 (m, 12H, CH,-O); 3.27 (t, 2H, J= 6.8
Hz, CH,-NH); 3.14 (t, 2H, J= 6.8 Hz, CH,-NH); 2.67 (t, 2H, = 6.4 Hz, CH,CO); 2.51
(t, 2H, J= 6.4 Hz, CH,CO); 1.76 (m, 4H, O-CH,CH,CH,-NH); 1.45 (s, 9H, CH poc);
1.19 (s, 9H, CH; 1,).

BC-RMN (75 MHz, CDCL) 8: 174.5 (CO-C-CH, y); 172.7 (COO); 171.5 (CONH);
157.1 (COBod); 785 (Cod); 70.1 (CH-O); 69.9 (CH,-O); 68.5 (CH,-O); 64.5 (CH, 1);
61.7 (CH, , + CH, .); 50.6 (C-CH, 1); 42.6 (C-CH, ,); 37.3 (CH,CH,NHCO); 36.5
(CH,CH,NHBoc); 29.9 (NOC-CH,CH,-COO); 29.6 (CH,CH,NH); 28.9 (NOC-
CH,CH,-COO); 27.5 (CHs pod); 16.0 (CHs ).

IR (NaCl, cm?) v: 3382, 2938, 2881, 1728.

EMAR-FAB calculado para [M + Na] Cs9H7N2O2Na (m/z): 909.4420; encontrado:
909.4501.

Dendron de segunda generacion protegido con espaciador (30).

ol

}—/ o

i“ o L7
BOcHN. _~_ O~ /\/O\/\/NH AY/ % )\\6\)\%

o/k

Ph
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Capitulo 7

El dendrén 29 (938 mg; 1.1 mmol) y DMAP (64 mg; 0.5 mmol), se disuelven
en piridina seca (5 ml) y se diluyen con diclorometano (10 ml). Posteriormente se afiade
el anhidrido benciliden-2,2-bis(oximetil) propionico (5) (3.6 g; 8.6 mmol). La mezcla de
reaccion se agita a temperatura ambiente durante 12 h a 40°C. El crudo de reaccién se
trata con una mezcla de piridina:agua (1:1) durante 12 h. Posteriormente se diluye con
CHxClz (500 ml) y se lava con NaHSO4, 1M (2 x 200 ml), Na,COs3 (10%) (2 x 200 ml) y
una disolucién saturada de NaCl (1 x 200 ml). La fase organica se seca con MgSO4
anhidro y se evapora. El crudo se purifica mediante cromatograffa en columna de gel de
silice utilizando como eluyente CH,Clz/isopropanol (9.7:0.3), obteniéndose el dendron

30 como un aceite incoloro (1.9 g; 85 %).

IH-RMN (400 MHz, CDCl3) 8: 7.28-7.42 (m, 30H, Ar); 5.41 (s, 6H, CH-Ph); 4.57 (d,
12H, J= 11.6 Hz, CH, J); 4.37 (s, 12H, CHay); 3.94 (s, 8H, CH,, + CH, ,); 3.49-3.66 (m,
24 H, CH,-O + CH, 0); 3.24 (m, 4H, CH,-NH); 2.53 (m, 2H, CH,CO); 2.33 (m, 2H,
CH,CO); 1.76 (m, 4H, O-CH,CH,CH,-NH); 1.45 (s, 9H, CHs 5o0); 1.21 (s, 9H, CH; 1);
0.94 (s, 9H, CH; o).

BC-RMN (75 MHz, CDCLy) &: 173.3 (CO-C-CH, (); 172.1 (COO); 171.8 (CO-C-CH,
»); 171.1 (CONH); 156.1 (COpod); 137.9 (Cay); 128.9 (CHa,); 128.1 (CHay); 126.2 (CHay);
101.8 (CH-Ar); 101.6 (CH-Ar); 78.8 (Cgoc); 73.4 (CH, o); 70.5 (CH,-O); 70.4 (CH,-O);
70.1 (CH,-O); 70.0 (CH-O); 69.4 (CH,-O); 65.0 (CHa); 60.4 (CH,, + CHa,); 47.0 (C-
CH, 1); 42.6 (C-CH,  + CH, ,); 38.5 (CH,CH,NHCO); 37.4 (CH,CH,NHBoc); 29.7
(NOC-CH,CH,-COO); 29.4 (CH,CH,NH); 29.1 (NOC-CH,CH,-COO); 28.5 (CHs
Bo0); 17.7 (CHs3 0); 17.6 (CHs ).

IR (NaCl, ecm) v: 1739, 1121, 1093.

EMAR-FAB calculado para [M+ Na] Ci11H142N2O33Na (m/z): 2133.9138; encontrado:
2133.9294.
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Parte excperimental

Dendroén de primera generacion desprotegido con espaciador (31).

OH

U o %“5 e
ﬂé *ﬁ

A una disolucién del dendrén 30 (1.0 g, 0.5 mmol) en CH2Cl,/MeOH (1:1) se
afiade una cantidad catalitica de paladio al 10% sobre carbono. La mezcla se somete a
hidrogenacién a temperatura y presién ambiente durante 12 horas. La mezcla de
reaccion se filtra sobre celita y el disolvente se evapora a vacio dando lugar al dendrén

31 como un aceite incoloro (0.74 g, 99%).

TH-RMN (300 MHz, CD;0D) 8: 4.31 (m, 20H, CHa , + CH, ; + CHa); 3.51-3.72 (m,
36 H, CH,-O + CH,.); 3.28 (m, 2H, CH,-NH); 3.14 (m, 2H, CH,-NH); 2.69 (m, 2H,
CH,CO); 2.52 (m, 2H, CH,CO); 1.76 (m, 4H, O-CH,CH,CH,-NH); 1.45 (s, 9H, CH;
Bod); 1.34 (s, 9H, CHs 1); 1.17 (s, 9H, CH; ).

BC-RMN (75 MHz, CDCl3) 8: 174.6 (CO); 172.4 (CO); 157.3 (COgoc); 78.5 (Cpod); 70.2
(CH»-0); 69.8 (CH,-O); 68.5 (CH,-O); 64.8 (CH, 1); 64.5 (CHa); 62.5 (CHaz , + CH p);
504 (C-CH, J); 467 (C-CH, v); 427 (C-CH, ,); 37.3 (CH,CH,NHCO); 36.5
(CH,CH,NHBoc); 29.9 (NOC-CH,CH,-COO); 29.5 (CH,CH,NH); 29.0 (NOC-
CH,CH,-COO); 27.5 (CHs poc); 16.9 (CH31); 16.0 (CHs o).

IR (NaCl, cm?) v: 3390, 2943, 2872, 1723.
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Capitulo 7

EMAR-FAB calculado para [M+ Na] CeH11s8N2033Na (m/z): 1605.7260; encontrado:
1605.7253.

Dendréon de primera generacion con espaciador funcionalizado con

monosuccinato de bencilo (32).

OBn

07,/’%
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o
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BocHN\/\/O\/\O/\/O\/\/NHJ\/\n/ S
[e] Q o
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O
Oﬂ< o
o
O,
BnO
e}

OBn

A una disolucién del dendrén 29 (532 mg, 0.6 mmol), acido succinico
monobencil ester 18 (1.2 g, 5.8 mmol) y DPTS (1.0 g, 3.6 mmol) en CH2Cl» anhidro (15
ml) se le afiade DCC (1.2 g, 5.8 mmol) disuelta en CH2Clz anhidro (5 ml). La reaccién
se mantiene en agitacion a 40°C durante 15h. La mezcla de reaccién se filtra sobre
celita. El crudo se diluye en CH2Clz (20 ml) y se lava con una disolucién saturada de
NaHCOs3 (3 x 35 ml), se combinan las fases organicas, se secan con MgSO4 anhidro y se
evapora. Se purifica por cromatografia en columna de gel de silice utilizando como
eluyente AcOEt/Hexano (6:1) obteniéndose el compuesto 32 como un aceite incoloro

(807 mg, 67 %%).

TH-RMN (300 MHz, CDCls) 8: 7.35 (m, 30H, Ar); 5.12 (s, 12H, CH,-Ph); 4.24 (s, 12H,
CHay); 4.19 (s, 6 H, CHa ); 4.19 (s, 2 H, CH, ,); 3.63-3.52 (m, 12 H, CH,-O); 3.31 (m,
2H, CH,-NH); 3.22 (m, 2H, CH,-NH); 2.65 (m, 26H, CH,CO); 2.43 (m, 2H, CH,CO);
1.76 (m, 4H, O-CH,CH,CH,-NH); 1.45 (s, 9H, CHs poc); 1.22 (s, 9H, CHs 1).
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Parte excperimental

BC-RMN (75 MHz, CDCly) 8: 175.8 (CO); 175.6 (CO); 175.5 (CO); 175.3 (CO); 174.5
(CO);159.6 (COBod); 139.6 (Cay); 132.1 (CHay); 131.8 (CHa); 131.8 (CHag; 82.1 (Chod);
74.1 (CH,-O); 73.8 (CH,-O); 73.6 (CH,-0); 73.3 (CH,-O); 70.1 (CH,-Ph); 68.9 (CHay);
65.8 (CH, . + CHa ,); 50.1 (C-CH, 1); 46.5 (C-CH, ,); 41.3 (CH,CH,NHCO); 38.4
(CH,CH,NHBoc); 33.3 (CH,CH,NH); 32.6 (OOC-CH,-CH,-COO); 30.4 (OOC-CH,-
CH,-COOY; 32.0 (CHs oo); 21.3 (CHs ).

IR (NaCl, cm1) v: 2935, 1738, 1152.

EMAR-FAB calculado para [M+Na] CiosH130N203sNa (m/z): 2049.8199; encontrado:
2049.8232.

Dendréon de segunda generacion con espaciador funcionalizado con

monosuccinato de bencilo (33).

A una disoluciéon del dendréon 31 (373 mg, 0.2 mmol), acido succinico
monobencil ester 18 (941 mg, 4.5 mmol) y DPTS (833 mg, 2.8 mmol) en CH>Cl
anhidro (8 ml) se le anade DCC (932 mg, 4.5 mmol) disuelta en CH»Cl> anhidro (2 ml).
La reaccion se mantiene en agitacion a 40°C durante 15h. La mezcla de reaccion se filtra

sobre celita. El crudo se diluye en CHClz (15 ml) y se lava con una disolucién saturada
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Capitulo 7

de NaHCOs3 (3 x 30 ml). Se combinan las fases organicas, se secan con MgSO4 anhidro
y se evapora. Se purifica por cromatografia en columna de gel de silice utilizando como
eluyente AcOEt/Hexano (6:1) obteniéndose el dendrén 33 como un aceite incoloro

(619 mg, 68 %).

TH RMN (400 MHz, CDCl3) 8: 7.32 (m, 60H, Ar); 5.16 (s, 24H, CH,-Ph); 4.25 (m,
44H, CH, . + CHy 4 + CHa p+ CHao); 3.52-3.72 (m, 12 H, CH,-O); 3.29 (m, 2H, CHy-
NH); 3.19 (m, 2H, CH-NH); 2.70 (m, 50H, CH,COY; 2.49 (m, 2H, CH,CO); 1.75 (m,
4H, O-CH,CH,CH,-NH); 1.45 (s, 9H, CHs poo); 1.36 (s, 9H, CH; 1); 1.18 (s, 9H, CH
).

BC-RMN (75 MHz, CDCl3) &: 171.9 (CO); 171.7 (CO); 171.0 (CO); 170.9 (CO); 156.0
(COBod; 135.8 (Cap); 1285 (CHag); 128.3 (CHay); 128.2 (CHa); 78.9 (Caod); 70.5 (CHo-
0); 70.2 (CH,-O); 70.1 (CH»-0); 69.5 (CH,-O); 66.5 (CH,-Ph); 65.3 (CH, 0); 65.1 (CH,
w); 604 (CH, . + CHa .); 46.8 (C-CH, v); 46.4 (C-CH, J); 42.8 (C-CH, ,); 38.5
(CH,CH,NHCO); 37.4 (CH.CH,NHBoc); 29.3(CH,CH,NH); 29.0(00C-CH,-CH,-
COO0); 28.9 (OOC-CH,-CH,-COO); 28.5 (CHj poc); 17.7 (CHs o); 17.5 (CHs ).

IR (NaCl, cm1) v: 2960, 1738, 1153.

EM (ESI) calculado para Coo1H23sN2074: 3863.5 [M]*; encontrado: 3885.1 [M+ Nal*.
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Dendron de primera generacion con espaciador funcionalizado con acido

)\\/\\{

Eo o
BOCHN\/\/O\/\O/\/O\/\/NHJ\/\I]/ %/ \%\
OH

A una disolucién del dendrén 32 (500 mg, 0.25 mmol) en CH>Cl,/MeOH (1:1)

succinico (34).

se aflade una cantidad catalitica de paladio al 10% sobre carbono. La mezcla se somete
a hidrogenaciéon a temperatura y presion ambiente durante 12 horas. La mezcla de
reaccién se filtra sobre celita y el disolvente se evapora a vacio dando lugar al

compuesto 34 como un aceite incoloro (363 mg, 99%).

TH-RMN (300 MHz, CDCl;) &: 4.38 (s, 12H, CHa); 4.29 (s, 6 H, CH, ,); 4.19 (s, 2 H,
CH, ,); 3.69-3.53 (m, 12 H, CH,-O); 3.30 (m, 2H, CH,-NH); 3.16 (m, 2H, CH,-NH);
2.65 (m, 28H, CH,CO); 1.76 (m, 4H, O-CH,CH,CH,-NH); 1.45 (s, 9H, CHs 5o); 1.28
(s, 9H, CH; 1,).

BC-RMN (75 MHz, CDCly) 8: 175.7 (CO); 175.5 (CO); 175.3 (CO); 174.5 (CO);158.1
(COBoo); 79.1 (Coo); 71.1 (CH-O); 70.0 (CH-O); 69.3 (CH»-O); 66.3 (CH, v); 62.3
(CH, , + CH, ,); 43.5 (C-CH, 1); 43.2 (C-CH, ,); 38.1 (CH,CH,NHCO); 37.2
(CH,CH,NHBoc); 30.1 (CH,CH,NH); 29.7 (OOC-CH,-CH,-COO); 29.1 (OOC-CH,-
CH,-COOY; 28.3 (CHs goo); 17.5 (CHs y).

EMAR-FAB calculado para [M + Na] Cs3HosN2033Na (m/z): 1509.5382; encontrado:
1509.5491.
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Capitulo 7

Dendrén de segunda generacion con espaciador funcionalizado con acido

succinico (35).

A una disolucién del dendrén 33 (555 mg, 0.27 mmol) en CH>Cl,/MeOH (1:1)
se aflade una cantidad catalitica de paladio al 10% sobre carbono. La mezcla se somete
a hidrogenacién a temperatura y presion ambientes durante 12 horas. La mezcla de
reacciéon se filtra sobre celita y el disolvente se evapora a vacio dando lugar al

compuesto 35 como un aceite incoloro (399 mg, 99%).

TH-RMN (300 MHz, CD50D) &: 4.36 (s, 12H, CH,1); 4.31 (s, 8H, CHa, + CHa,,); 4.26
(s, 24H, CH, ); 3.69-3.51 (m, 12 H, CH,-O); 3.28 (m, 2H, CH,-NH); 3.14 (m, 2H, CH,-
NH); 2.62 (m, 52 H, CH,CO); 1.76 (m, 4H, O-CH,CH,CH,-NH); 1.45 (s, 9H, CH poo);
1.36 (s, 9H, CH; v); 1.28 (s, 18H, CH o).

BC-RMN (75 MHz, CDCl3) 8: 174.6 (CO); 173.2 (CO); 172.5 (CO); 172.3 (CO); 172.2
(CO); 172.1 (CO); 172.0 (COY; 157.1 (COBoy); 78.6 (Crod); 70.1 (CH-O); 69.8 (CH»-O);
68.5 (CH,-O); 65.3 (CH, 1, + CH,.); 62.7 (CHa , + CHa,); 42.6 (C-CH,, + C-CHa, + C-
CHa); 37.3 (CH,CH,NHCO); 36.5 (CH.CH,NHBoc); 29.5 (CH,CH,NH); 29.0
(CH,CH,NH); 28.7 (OOC-CH,-CH,-COO); 28.4 (OOC-CH,-CH,-COO); 27.5 (CH;
B00); 16.9 (CH30); 16.7 (CHs ).
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Glicodendron de manosa de primera generaciéon con espaciador (36).

o OH OH
BocHN\/\é/O\%/\/NHJ\/\n/O X HN\/\O OH
3 o 6

A una disolucién del dendrén 34 (70 mg, 4.7 x 10> mmol) y el derivado de
manosa 17 (126 mg, 0.56 mmol) en DMF anhidra (4 ml) se afiade DIC (88 pul, 0.56
mmol) y HOBt (76 mg, 0.56 mmol). La reaccién se mantiene a 40°C durante 48 horas.
Transcurrido este tiempo se evapora el disolvente y el crudo se purificada empleando
sephadex LH20 en MeOH obteniéndose el glicodendrén 36 como un sélido blanco
(112 mg, 88%).

[e] p20: + 34.9 (c 0.85, MeOH).

H-RMN (500 MHz, D20) 8: 4.96 (s, 6H, Himanoss); 4.39-4.33 (m, 20H, CHz 4 + 1); 4.04-
3.69 (m, 54H, H> + Hs + Hy + Hs+ Hg manosa + CH-O + NHCH,CHCi manosa); 3.67
(m, 12H, NHCH2CHCi manosa); 3.47 (m, 2H, CH,-NH); 3.33 (m, 2H, CH>-NH); 2.78-
2.67 (m, 28H, CH,CO); 1.87 (m, 4H, O-CH,CH,CH»-NH); 1.53 (s, 9H, CHj poo); 1.38
(s, 9H, CHs ).

BC-RMN (125 MHz, D,0) 8:174.3 (CO); 174.2 (CO); 174.1 (CO); 173.7 (CO); 157.0
(COBoo); 99.7 (CH manosa); 78.7 (Coc); 72.8 (CH manose); 70.5 (CH manosa); 70.0 (CH manosa);
69.6 (CH»-0); 69.4 (CH,-O); 68.5 (CH2-0); 66.7 (CH manoss); 65.8 (CHa1); 63.6 (CHa 1);
62.2 (CH, ); 60.9 (CH comanoss); 46.6 (C-CHa); 42.6 (C-CHa ); 38.9 (NHCH2CH20C;
manoss); 37.2 (CH,CH,NHCO); 36.5 (CH>CH,NHBoc); 30.0 (OOC-CH,-CH,-COO);
29.2 (OOC-CH,-CH,-COO); 28.8 (CH,CH,NH); 28.0 (CH,CH,NH); 32.0 (CHj poc);
17.0 (CHs ).

EM (MALDI-ToF) calculado para Ci11H184sNgOgs: 2717.1 [M]*; encontrado: 2739.6
[M+ Na]*.
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Glicodendron de manosa de segunda generacion con espaciador (37).

OH
o OH
2 o~ M%HH
BocHN\/\(/O\a/\/NHfU\/\n/O I AN~
3 o 12

A una disolucién del dendrén 35 (73 mg, 2.6 x 10 mmol) y el derivado de
manosa 17 (140 mg, 0.63 mmol) en DMF anhidra (4 ml) se afiade DIC (99 pl, 0.63
mmol) y HOBt (85 mg, 0.63 mmol). La reaccién se mantiene a 40°C durante 48 horas.
Transcurrido este tiempo, se evapora el disolvente y el crudo se purifica empleando
sephadex LH20 en MeOH obteniendose el glicodendrén 37 como un sélido blanco
(110 mg, 80%).

[o] p20: + 45.3 (c 1, MeOH).

IH-RMN (500 MHz, D;O) &: 4.80 (s, 12H, Hi manoss); 4.29 (s, 12H, CH, y); 4.19 (m,
32H, CH, , + CH, ); 4.88-3.59 (m, 96H, Hy + Hs + Hy + Hs+ Hg manoss + CH O +
NHCHCH:C manoss); 3.57-3.52 (m, 24H, NHCH,CHoC manoss); 3.51 (m, 2H, CH,-NH);
333 (m, 2H, CH,-NH); 2.63-2.51 (m, 52H, CH,CO); 1.70 (m, 4H, O-CH,CH,CH,-
NH); 1.36 (s, 9H, CHs poc); 1.27 (s, 9H, CHs 1); 1.20 (s, 18H, CH o).

BC-RMN (125 MHz, D,0) 8:174.1 (CO); 173.4 (CO); 173.5 (CO); 157.3 (COgoc); 79.0
(Cod); 99.7 (CH manosa); 72-8 (CH manosa); 70.6 (CH manosa); 70.0 (CH manoss); 69.7 (CH,-O);
69.4 (CH2-0); 68.5 (CH2-O); 66.7 (CH manosa); 65.8 (CHzv); 63.6 (CHa ); 62.2 (CHa J);
65.9 (CHz1); 65.8 (CHa); 60.9 (CHact CHa Comanoss); 46.9 (C-CHay); 46.8 (C-CHay); 46.4
(C-CHa); 390 (NHCH2CH20Cimumow); 373 (CH.CH,NHCO); 364
(CH,CH,NHBoc); 30.0 (OOC-CH,-CH,-COO); 29.2 (OOC-CH,-CH,-COO); 28.9
(CH,CH,NH); 28.0 (CH,CH,NH); 27.8 (CHs oo); 17.0 (CHs 1 + CHs o).

EM (MALDI-ToF) calculado para Ca13H346N14O134: 5244.1 [M]*; encontrado: 5267.3
[M+ Nal™.
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Glicodendron de manosa de primera generacion con espaciador desprotegido

1GLL(SucMan)g.

o oH OH
o o~ M%“H
H2N\/\€/o\a/\/NHJ\/\n’O o AN~
3 ) 6

Se disuelve el glicodendrén 36 (100 mg, 3.9 x 102 mmol) en agua (Iml) y se le
afiade acido trifluoroacético (2 ml). La disoluciéon se deja en agitacién a temperatura
ambiente durante 16 h. Transcurrido este tiempo se evapora el disolvente y se purifica
utilizando sephadex LH20 (MeOH) obteniéndose el glicodendréon 1GLL(SucMan)e
como un solido blanco (93 mg, 97%).

[e] p20: + 40.3 (c 0.90, MeOH).

TH-RMN (500 MHz, D;0) 8: 4.71 (s, 6H, Himunoss); 4.12-4.23 (m, 12H, CH, 1,); 3.47-
3.86 (m, 74H, Hy + Hs + Hy + Hs+ Hg munoss + CHo-O + NHCHCHCy manoss + CHo
2; 3.29-3.41 (m, 12H, NHCH,CHCi manoss); 3.18 (m, 2H, CH,-NH); 3.04 (m, 2H, CH-
NH); 2.47-2.60 (m, 28H, CH,CO); 1.88 (m, 4H, O-CH,CH,CH,-NH); 1.70 (m, 4H, O-
CH,CH,CH,-NH); 1.12 (d, 9H, CHs 1,).

BC-RMN (125 MHz, D,0) 8:174.3 (CO); 174.2 (CO); 99.8 (CH) manows); 72.9 (CH
manos); 70.5 (CH manoss); 70.0 (CH manos); 69.6 (CH,-O); 69.4 (CH,-0); 68.7 (CH»-O);
66.6 (CH manosa); 65.9 (CHz1); 63.6 (CHz ); 62.3 (CHz ); 60.9 (CHz Comanoss); 46.4 (C-
CH, ); 42.3 (C-CH, ); 39.0 (NHCH2CH20C: manoss); 37.7 (CH,CH,NHCO); 36.3
(CH,CH,NH); 30.3 (OOC-CH,-CH,-COO); 29.3 (OOC-CH,-CH,-COO); 28.2
(CH,CH,NH); 26.5 (CH,CH,NH); 16.4 (CHs ).

Glicodendron de manosa de segunda generacion con espaciador desprotegido

2GLL(SucMan)qp.

. oH
0 ou~ A 'Z?@%HH
HZN\/\é/o\a/\/NHJ\/\IrO il ANC~o
3 o 12
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Capitulo 7

Se disuelve el glicodendrén 37 (100 mg, 3.9 x 102 mmol) en agua (Iml) y se le
afiade acido trifluoroacético (2 ml). La disoluciéon se deja en agitacién a temperatura
ambiente durante 16 h. Transcurrido este tiempo se evapora el disolvente y se purifica
utilizando sephadex LH20 (MeOH) obteniéndose el glicodendrén 2GLL(SucMan)i»
como un sélido blanco (96 mg, 98%).

[e] p20: + 51.9 (c 0.80, MeOH).

TH-RMN (500 MHz, D,0) 8: 4.78 (s, 12H, Hi manoss); 4.10- 428 (m, 24H, CH, .); 3.47-
3.86 (m, 128 H, Ha+ H3 + Hy + Hs+ Hg manosa + CH2-O + NHCH>CH>Ci manosa + CHa
.t CHay); 3.29-3.41 (m, 24H, NHCH,CHC1 manosa); 3.18 (m, 2H, CH>-NH); 3.04 (m,
2H, CH>-NH); 2.46-2.60 (m, 52H, CH,CO); 1.88 (m, 2H, O-CH>CH,CH>-NH); 1.70
(m, 2H, O-CH,CH,CH,-NH); 1.26 (s, 9H, CHs 1,); 1.12 (s, 9H, CH; ); 1.08 (s, 9H,
CH; 0);

BC-RMN (125 MHz, D,O) 8:177.0 (CO); 174.9 (CO); 99.7 (CHi manoss); 72.8 (CH
manos); 70.5 (CH manosa); 70.1 (CH. manoss); 69.7 (CH2-0); 69.4 (CH,-O); 68.5 (CH»-O);
66.8 (CH manows); 65.9 (CHa 1); 65.9 (CHa v); 64.4 (CH, 2); 60.9 (CH, ¢ + CHa comanoss)
46.8 (C-CH, J; 46.6 (C-CHa 1); 46.3 (C-CH, o); 39.0 (NHCH2CH20C munoss); 37.4
(CH,CH,NHCOY; 36.5 (CH,CH,NH,); 30.3 (OOC-CH,-CH,-COO); 29.3 (OOC-CH,-
CH,-COOY; 28.0 (CH,CH,NH); 26.2 (CH,CH,NH); 17.2 (CHs 1, + CHs o).

7.3.3. Marcaje fluorescente de dendrones.

Glicodendréon de manosa de segunda generacion marcado con bodipy

2GLLBodipy(SucMan)z,.
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Parte excperimental

A una disolucién del glicodendrén 2GLL(SucMan)i2 (30.0 mg, 5.8 x 10-> mmol)
y el derivado de bodipy 41 (5.3 mg, 1.2 x 10-2 mmol) en DMF anhidra (3 ml) se afiade
EDC (3.3 mg, 1.7 x 102 mmol), HOBt (2.3 mg, 1.7 x 102 mmol) y EtsN (3 ul, 1.7 x 102
mmol). La reaccién se mantiene a temperatura ambiente durante 16 horas. Transcurrido
este tiempo se evapora el disolvente y el crudo se purifica empleando sephadex LH20
en MeOH obteniéndose el glicodendrén 2GLLBodipy(SucMan)i2 como un sélido rojo
(30.2 mg, 93%).

TH-RMN (300 MHz, CDCls) 8: 7.21 (m, 4H, At nodipy); 4.76 (s, 12H, Hy manosa); 4.58 (s,
2H, CH boaiy CON) + 4.09- 4.38 (m, 24H, CH, J); 3.11-3.83 (m, 156 H, Ha + H; + Hy
+ Hs+ Hg manosa + CHp-O + NHCH2CH,C manoss + CHz 4 + CHa, + CHa-NH); 2.49-
2.67 (m, 58H, CH,CO + CHj bodpy); 2.58 (m, 4H, CHa poapy); 1.71 (m, 4H, O-
CH:CH,CH,-NH); 1.02-1.38 (s, 33H, CHj podipy + CHs v + CH; ¢); 0.98 (t, 6H, CH;

bodipy)

2-Bromoetil-2,3,4,6-tetra- O-acetil-3-D-galactopiranosido (43).112

OAc

OAc
0
0
AcogS/ ~"pr

OAc

A una disolucién de 2-bromoetanol (1.15 mL, 13.1 mmol) y 1,2,3,4,6-penta-O-
acetil-0,3-D-galactose (42) (5.1 g, 13.1 mmol) en CHxCl, (24 mL) a 0 °C y bajo
atmosfera de argdn, se afiade BF;.EO (8.5 ml, 67.0 mmol) gota a gota. Tras una hora,
se deja que la disolucion alcance temperatura ambiente. Después de 24 horas la mezcla
de reaccién se afiade sobre agua-hielo (20 mL) y se extrae con AcOEt (3 x 30 mL). La
combinacién de los extractos organicos se lava con agua (20 mL), disolucién saturada
de NaHCOj; (20 mL), agua (20 mL) y se secan sobre MgSOy. El disolvente se elimina a
vacio y el residuo se purifica por cromatografia en columna de gel de silice empleando
como eluyente hexano:AcOEt (3:1) obteniéndose el compuesto 2-bromoetil-2,3,4,6-

tetra- O-acetyl-B-D-galactopiranosido (43) como un sélido blanco (3.9 g, 65%).

112 Davis, B.G.; Maughan, M.A.T.; Ullman, A.; Jones, ].B. Tetrabedron: Asymm. 2000, 11, 245-262.
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Capitulo 7

[¢]p23: - 4.1 (c 1, CHCly); Lit.1% [a] p: -5.0 (c 1.4, CHCLs).

1H RMN (400 MHz, CDCls) 8: 5.34 (m, 1H, Hy); 5.19 (dd, 1H, J1,= 8 Hz y
Jas= 12 Hz, Ha); 5.00 (dd, 1H, [,5= 12 Hz y J54= 4 Hz, Ha); 4.52 (d, 1H,
Jio= 8 Hz, Hy); 4.07-4.17 (m, 3H, CH,-O + Hy); 3.89-3.92 (m, 1H, Hs);
3.76-3.83 (m, 1H, Hg); 3.40-3.50 (m, 2H, CH,-N3); 2.12, 2.05, 2.02, 1.96
(4s, 12 H, 4 x CH;CO)

13C RMN (100 MHz, CDCl3) 8: 170.2 (CO); 170.0 (CO); 169.9 (CO); 169.3
(CO); 101.3 (C1); 70.7 (C3); 70.6 (C5); 69.6 (CG); 68.4 (C4); 66.8 (C2); 61.1
(CH2-0); 29.8 (CH,-N3); 20.7 (CHs); 20.5 (CH3); 20.5 (CHs); 20.4 (CH3).

2-Azidoetil-2,3,4,6-tetra- O-acetil-B-D-galactopiranosido (44).

OAc

OAc
O o
ACO% ~ N3

OAc

2-Bromoetil-2,3,4,6-tetra-O-acetil-3-D-galactopiranosido  (43) (2.5 g, 5.51
mmol) y azida sodica (2.9g, 44.05 mmol) se disuelven en DMF anhidra (60 mL) y la
mezcla de reaccién se mantiene en agitacion a 50°C durante 15 h. El crudo de reaccion
se diluye con AcOEt (200 mL) y se filtra. El disolvente se elimina a vacio obteniéndose
el 2-azidoetil-2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosido (44) (2.3g, 99%) como un

sélido blanco.

[¢]D?3: - 27 (c 1, CHCL);); Lit.13%[a] p23: -12 (¢ 1.7, CHCI3).

135 Dahm, J.; Frejd, T.; Gronberg, J.; Law, T.; Magnussox, G.; Nooti, G. Carbobhydr. Res. 1983,
116, 303-307.

136 Chernyak, A.Y.; Sharma, G.V.M.; Kononov, L.O.; Krishna, P.R.; Levinsky, A.B.; Kochetkov,
N.K. Carbohydr. Res. 1992, 223, 303-309.
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Parte excperimental

TH-RMN (300 MHz, CDCL) 8: 5.34 (m, 1H, Ha); 5.18 (dd, 1H, J1,= 7.8 Hz y /5= 10.5
Hz, Hy); 4.97 (dd, 1H, , 5= 10.5 Hz y J54= 3.3 Hz, H); 4.52 (d, 1H, J1,= 7.8 Hz, Hy);
3.96-4.16 (m, 3H, Hs + He+ H); 3.86-3.91 (m, 1H, Hy); 3.60-3.68 (m, 1H, Hy); 3.41-
3.49 (m, 1H, Hy); 3.22-3.28 (m, 1H, Hy); 2.09, 2.01, 1.99, 1.92 (4s, 12H, 4 x CH;CO).

BC-RMN (75 MHz, CDCl5) 8: 170.4 (CO); 170.2 (CO); 170.1 (CO); 169.5 (CO); 101.1
(C1); 70.9 (C3); 70.8 (C5); 68.5 (C2); 68.4 (C7); 67.0 (C4); 61.3 (C6); 50.6 (C8); 20.8
(CHs); 20.7 (CHs); 20.6 (CHs); 20.5 (CHs).

2-Azidoetil-8-D-galactopiranosido (45).

OH

OH
(@]
O
HO% \/\Ns

OH

2-Azidoetil-2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosido  (44) (1.25 g, 3.99
mmol) se disuelve en MeOH anhidro (30 mL) y se afiade una disolucién 1M de
NaOMe en MeOH hasta que se alcanza pH 9. La mezcla de reaccién se mantiene en
agitaciéon a temperatura ambiente durante 30 min. Después, se neutraliza con resina

Amberlite IR 120, se filtra y el disolvente se elimina a vacio obteniéndose el 2-azidoetil-

B-D-galactopiranosido (45) (0.74 g, 99%) como un sélido blanco.
[¢]p?: - 2.1 (c 1, MeOH); Lit.!3[o] p23: -3.6 (c 1.11, MeOH).
TH RMN (300 MHz, CDsOD) &: 4.29 (d, 1H, J1,= 7.2 Hz, Hi); 4.00-4.08 (m, 1H, H»);

3.86 (m, 1H, Hy); 3.71-3.8 (m, 3H, He + He + H-); 3.47-3.58 (m, 5H, H, + Hs + Hs +
Hy).

137 Susaki, H.; Susaki, K.; Tkeda, M.; Yamada, H.; Watanabe, H.K. Che. Pharm. Bull. 1994, 42,
2090-2096.
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Capitulo 7

13C RMN (75 MHz, CD;OD) &: 105.0 (C1); 76.7 (C3); 74.9 (C5); 72.4 (C2); 70.2 (C4);
69.17 (C6); 62.4 (C7); 52.0 (C8).

2-Aminoetil-3-D-galactopiranosido (46).

OH

OH
o)
o
Hoﬁ/ " NH,

OH

2-Azidoetil-F-D-galactopiranosido (45) (0.25 g, 1.00 mmol) se disuelve en
MeOH (8 mL) se afiade Pd-C 10% (cat.) a la mezcla de reaccién y se hidrogena a

presién ambiente obteniéndose el 2-aminoetil-B-D-galactopiranosido (46) como un

solido blanco (0.22g, 99%).
[«¢]p?: - 11.3 (c 0.23, MeOH).

1H RMN (300 MHz, D,O) &: 4.43 (d, 1H, Ji,= 7.8 Hz, Hy); 3.94-4.00 (m, 2H, H, +
Hy); 3.66-3.82 (m, 5H, Hs + Hs + Hg + Hy); 3.55 (dd, 1H, Ji,= 7.8 Hz y J,5= 9.8 Hz,
H.); 2.80-2.90 (m, 2H, Hy).

13C RMN (100 MHz, CD;OD) 8: 105.2 (C1); 76.7 (C2); 74.9 (C3); 72.6 (C5); 72.2 (C6);
70.3 (C6); 62.5 (C7); 42.3 (C8).

Glicodendron de galactosa de segunda generaciéon con espaciador (47).

(0]
OH
9 o OM HO/5
BOCHN\/\(/O\%/NHJ\/\H/ I ANC~o oH
3

o 12

A una disolucién del dendrén 35 (79 mg, 2.8 x 102 mmol) y el derivado de
galactosa 46 (150 mg, 0.67 mmol) en DMF anhidra (4 ml) se afiade DIC (105 pl, 0.67

mmol) y HOBt (91 mg, 0.67 mmol). La reaccién se mantiene a 40°C durante 48 horas.
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Parte excperimental

Transcurrido este tiempo, se evapora el disolvente y el crudo se purifica empleando
sephadex LH20 en MeOH obteniéndose el glicodendrén 47 como un sélido blanco
(122 mg, 82%).

[e] p20: + 38.6 (c 0.85, MeOH).

TH-RMN (500 MHz, D,0) 8: 4.09- 4.42 (m, 56H, Hi gusceosa + CHa o + CH, ¢ + CHa, +
CH,.); 3.27-3.96 (m, 132H, Ha + Hs + Hy + Hs+ Hy gusciosa + CHo-O + NHCH,CH,C;
ghcoss); 3.19 (m, 2H, CH,-NH); 3.08 (m, 2H, CH,-NH); 2.43-2.57 (m, 52H, CH,CO);
1.71 (m, 4H, O-CH,CH,CH,-NH); 1.37 (s, 9H, CH; po); 1.26 (s, 9H, CHs y); 1.21 (s,
18H, CH; o).

BC-RMN (125 MHz, D,0) &: 174.2 (CO); 173.7 (CO); 173.4 (CO); 157.4 (COgoo);
102.9 (CH gataceosa); 79-1 (Cod); 75.1 (CH gaacioss); 72.7 (CH gaactoss); 70.6 (CH gatcross); 69.9
(CH guncrosa); 69.6 (CH2-0); 69.3 (CH»-0); 68.5 (CH,-O); 65.9 (CHa1); 63.6 (CHs 1); 62.3
(CHa ); 60.9 (CHac); 60.7 (CHa cogncross); 47.1 (C-CHay); 46.9 (C-CHa); 46.3 (C-CHao);
39.1 (NHCH2CH20Cgerons); 374 (CH.CH,NHCO); 36.5 (CH.CH,NHBoc); 29.8
(OOC-CH,-CH,-COO); 28.7 (CH,CH,NH); 28.1 (CH,CH,NH); 27.9 (CHj poo); 17.2
(CHsy + CHs ).

EM (MALDI-TOF) calculado para Ca13H346sN14O134: 5244.1 [M]*; encontrado: 5267.8
[M+ Na]*.

Glicodendron de galactosa de segunda generacion con espaciador desprotegido

2GLL(SucGal)y,.

0 OH
1 /\O{JM OH
HoN o NHMO X AN ~d19Lo
\/\(/ \a;\/ I oH 1o
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Capitulo 7

Se disuelve el glicodendron 47 (90 mg, 1.7 x 103 mmol) en agua (Iml) y se le
afiade acido trifluoroacético (2 ml). La disolucién se deja en agitacién a temperatura
ambiente durante 16 h. Transcurrido este tiempo se evapora el disolvente y se purifica
utilizando sephadex LH20 (MeOH) obteniéndose el glicodendrén 2GLL(SucGal)iz
como un solido blanco (86 mg, 97%).

[e] p20: + 31.9 (c 0.70, MeOH).

UV/VIS(H,O-PBS) A max () = 524 nm.

TH-RMN (500 MHz, D;O) 8: 4.03- 4.47 (m, 36H, Hi ghcoss + CHz 0); 3.05-3.90 (m,
154H, H, + Hs + Hy + Hs+ He giacross + CHz o + CHz » + CHz p, + + CH,-O +
NHCH,CH;Ci giacioss + CH2-NH); 2.96 (m, 2H, CH>-NH); 2.45-2.59 (m, 52H,
CH,CO); 1.73 (m, 2H, O-CH,CH,CH>-NH); 1.55 (m, 2H, O-CH,CH,CH,-NH); 1.27
(s, 9H, CH3 1,); 1.13 (s, 9H, CH;3 ¢); 1.09 (s, 9H, CH; o);

BC-RMN (125 MHz, D,O) 8: 174.5 (CO); 173.7 (CO); 102.9 (CHi gainciosa); 75.2 (CH
ginciosn); 72.8 (CH gatacioss); 70.6 (CH gatncross); 70.0 (CH gaactoss); 69.7 (CH2-O); 69.3 (CHo-
O); 65.9 (CHa 1); 63.7 (CHa 1); 62.3 (CHa 2); 61.0 (CHac); 60.7 (CHa coguincrosa); 47.2 (C-
CHa); 47.0 (C-CHa); 464 (C-CH); 39.1 (NHCH2CH20Cigmeros); 37.5
(CH,CH,NHCO); 365 (CH,CH,NHBoc); 29.9 (OOC-CH,-CH,-COO); 28.8
(CH,CH,NH); 28.0 (CH,CH,NH); 17.4 (CHs 1, + CHs o).

Glicodendron de galactosa de segunda generacion marcado con bodipy

2GLLBodipy(SucGal)y,.
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Parte excperimental

A una disolucién del glicodendrén 2GLL(SucGal)z (22.0 mg, 4.3 x 103 mmol)
y el derivado de bodipy 41 (3.9 mg, 8.6 x 10-> mmol) en DMF anhidra (3 ml) se afiade
EDC (2.5 mg, 1.3 x 102 mmol), HOBt (1.8 mg, 1.3 x 102 mmol) y EtsN (2 ul, 1.3 x 102
mmol). La reaccién se mantiene a temperatura ambiente durante 16 horas. Transcurrido
este tiempo se evapora el disolvente y el crudo se purificada empleando sephadex
LH20-MeOH obteniendose el glicodendréon 2GLLBodipy(SucGal)iz como un sélido
rojo (21.5 mg, 90%).

IH-RMN (300 MHz, CDCl3) 8: 7.23 (m, 4H, At podipy); 4.05- 4.56 (m, 38H, H guincioss +
CHa ¢ + CH3 boipy CON); 3.10-3.92 (m, 154H, Ha + Hs + Hy + Hs+ H guactosa + CHa o +
CHy o + CHyp + + CH-O + NHCHCH G guiscrosa + CHo-NH); 2.47-2.67 (m, 58H,
CHLCO + CH3 hoipy); 2.60 (m, 4H, CHa podipy); 1.69 (m, 4H, O-CH,CH,CH,-NH); 1.02-
1.38 (s, 33H, CH; bodipy + CHs 1y + CH; ); 0.98 (t, GFH, CHs poipy)-

Dendrén de segunda generacion funcionalizado con benciloxietanol 48.

A una disolucién del dendrén 31 (100 mg, 6.3 x 102 mmol), el acido 49 (382
mg, 1.5 mmol) y DPTS (223 mg, 0.8 mmol) en CH:Cl, anhidro (3 ml) se le afiade DCC

(309 mg, 1.5 mmol) disuelta en CHCl, anhidro (1 ml). La reaccién se mantiene en
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Capitulo 7

agitacién a 40°C durante 15h. La mezcla de reaccion se filtra sobre celita. El crudo se
diluye en CH2Cl: (10 ml) y se lava con una disolucién saturada de NaHCO; (3 x 20 ml),
La fase organica se seca con MgSOy anhidro y se purifica empleando sephadex LH 20
(CH2Cl,/MeOH) obteniéndose el dendrén 48 como un aceite incoloro (200 mg, 72%).

IH-RMN (300 MHz, CDCly) 8: 7.31 (m, 60H, Ar); 4.53 (s, 24H, CH,-Ph); 4.19 (m,
68H, CH, ,+ CH, o+ CH,, + CH, . + OCH,CH,OBn); 3.63 (s, 24 H, OCH,CH,OBn);
3.51-3.60 (m, 12 H, CH,-O); 3.26 (m, 2H, CH,-NH); 3.18 (m, 2H, CH,-NH); 2.61 (m,
50H, CH,CO); 2.41 (m, 2H, CH,CO); 1.72 (m, 4H, O-CH,CH,CH,-NH); 1.42 (s, 9H,
CHs pod); 1.25 (s, 9H, CH; v); 1.20 (s, 9H, CH 1).

BC-RMN (75 MHz, CDCly) 8: 172.3 (CO); 172.1 (CO); 171.8 (CO); 156.3 (COgoo);
138.0 (Cay); 129.8 (CHay); 128.6 (CHay); 127.9 (CHay); 784 (Cpod); 73.2 (CH,-OBn); 70.6
(CH,-0); 70.3 (CH,-O); 702 (CH,-O); 69.6 (CH,-O); 67.9 (CH»-OBn); 65.3 (CHa 1);
64.0 (CH: . + OCH,CH:OBn); 62.8 (CH: ,); 51.9 (C-CHz ,); 46.9 (C-CHa 1); 46.5 (C-
CH, J; 385 (CH.CH,NHCO); 37.4 (CH,CH,NHBoc); 29.8 (CH,CH,NH); 28.9
(OOC-CH,-CH,-COO); 28.6 (CH3 5od); 17.9 (CH3 0); 17.6 (CHs ).

EM (ESI) calculado para CosHo2gsN2Ose: 4391.8 [M]*; encontrado: 2219.3 [M+ 2Na]?*

Compuesto 49.

o]

0
HO)J\/\’( ~"oBn

o
A una disolucién del anhidrido succinico (500 mg, 5.0 mmol) en piridina seca
(5 ml) se le anade 2-benciloxietanol (783ul, 5.5 mmol). La mezcla de reaccion se agita a
temperatura ambiente durante 24 h. El crudo de reaccion se evapora a vacio, se disuelve
en CHCl, (10 ml) y se trata con una disoluciéon de NaxCOs al 10 % hasta alcanzar pH
basico. La fase acuosa se lava con AcOEt (3 x 25 ml). Se combinan los extractos
organicos se lava con NaClg (30 ml), se seca empleando MgSOy4 anhidro y se evapora a

vacio obteniéndose el compuesto 49 como un aceite incoloro (1.21 mg, 96%).
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Parte excperimental

TH-RMN (300 MHz, CDCL) 8: 7.14 (m, 5 H, Ha,); 4.35 (s, 2 H, CH,-Ph); 4.06 (t, 2H,
J= 4.8 Hz, CH»-OSuc); 3.46 (t, 2H, J= 4.8 Hz, CH,-OBn); 2.4 (m, 4 H, HOOC-CH,-
CH,-COO).

BC-RMN (75 MHz, CDCl;) 8: 178.0 (COOH); 172.3 (CO); 137.8 (Cay), 128.5 (CHay);
127.8 (CHay); 73.1 (CHy-Ph); 67.8 (CH,-OBn); 64.0 (CH,-OSuc); 28.8 (HOOC-CH,-
CH,-COO).

EMAR-FAB calculado para Ci3Hi605Na: 275.0893; encontrado: 275.0887.

Dendréon de segunda generacion funcionalizado con benciloxietanol y el

espaciador desprotegido 50.

O.

z OBn
o K/Wr ~
H, N\/\/o\/\o/\/o\/\/NH f%/ U\€ <—>ro/\,08n
o, 0
o o O/\,OBn

0
rﬁ k"
o'd Q_o o
o ﬁ/l/:j/xo S O \0Bn
O. oo

OI ’LOBn
n OBn

Se disuelve el dendrén 48 (73 mg, 1.7 x 102 mmol) en CH2CL (1 ml) y se le

O

g™\-o

afiade 4cido trifluoroacético (1 ml). La disolucién se deja en agitacién a temperatura
ambiente durante 1 h. Transcurrido este tiempo se evapora el disolvente y se purifica
utilizando sephadex LLH20 (CH:Cl,/MeOH) obteniéndose el dendron 50 como un

aceite incoloro (70 mg, 99%).
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Capitulo 7

TH-RMN (300 MHz, CDCL) &: 7.28 (m, 60H, Ar); 4.57 (s, 24H, CH,-Ph); 4.11-4.30
(m, 68H, CH, ,+ CH, »+ CHz, + CHz . + OCH,CH:OBn); 3.68-3.50 (m, 36 H,
OCH,CH,OBn + CH,-0); 3.29 (m, 2H, CH,-NH); 3.18 (m, 2H, CH,-NH); 2.66 (m,
50H, CH,CO); 2.47 (m, 2H, CH,CO); 1.82 (m, 2H, O-CH,CH,CH,-NH); 1.65 (m, 2H,
O-CH,CH,CH,-NH); 1.16 (s, 9H, CH 1,); 1.09 (s, 18H, CH o).

BC-RMN (75 MHz, CDCL) 8: 172.4 (CO); 172.3 (CO); 171.8 (CO); 138.1 (Ca,); 129.8
(CHay); 128.7 (CHay); 128.0 (CHay); 73.3 (CH-OBn); 70.5 (CH,-0); 70.3 (CH,-O); 70.2
(CH,-0); 69.7 (CH-0); 68.0 (CH»-OBn); 65.4 (CH, 1); 64.0 (CH, . + OCH,CH,OBn);
62.9 (CH,,); 51.8 (C-CHa.); 46.9 (C-CH,1); 46.4 (C-CH..); 38.6 (CH,CH,NHCO); 37.3
(CH,CH,NHBoc); 29.8 (CH,CH,NH); 29.0 (OOC-CH,-CH,-COO); 18.0 (CHs ); 17.6
(CHs ).

EM (ESI) calculado para CooH278N20s4: 4291.8 [M]*; encontrado: 2169.5 [M+ 2Na]*

Dendrén de segunda generacién funcionalizado con etilenglicol 51.

O
1 ~_OH
S K/ﬁr
H2N\/\/O\/\O/\/O\/\/NH ; u\ﬁ\ «“» ~OH
O
5‘ o
o]
OH
o oo™
O
i T &L
OH
ofo o S
o. o o/L
1
OH

OH

[e]
oo

A una disolucién del dendrén 50 (40 mg, 9.3 x 103 mmol) en CH>Cl,/MeOH

(1:1) (2 ml) se afiade una cantidad catalitica de paladio al 10% sobre carbono. La mezcla
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se somete a hidrogenacién a temperatura y presién ambiente durante 12 horas. A
continuacion, la reaccion se filtra sobre celita y el disolvente se evapora a vacio dando

lugar al compuesto 51 como un aceite incoloro (30 mg, 99%).

TH-RMN (300 MHz, CD;0D) 8: 3.99-4.25 (m, 68H, CH, ,+ CH, ,+ CHap + CH, . +
OCH,CH,OH); 3.42-3.69 (m, 36 H, OCH,CH,OH + CH,-O); 3.20 (m, 2H, CH,-NH);
3.11 (m, 2H, CH,-NH); 2.55 (m, 50H, CH,CO); 2.44 (m, 2H, CH,CO); 1.65 (m, 4H,
O-CH,CH,CH,-NH); 1.19 (s, 9H, CHs 1,); 1.12 (s, 18H, CH; o).

BC-RMN (75 MHz, CDCL) 8: 172.6 (CO); 172.1 (CO); 70.6 (CH,-O); 70.3 (CH,-O);
702 (CH,-O); 69.6 (CH»-O); 66.0 (CH»-OH); 653 (CH, 4); 640 (CH, . +
OCH,CH,OH); 62.3 (CH, ,); 52.0 (C-CH, ,); 47.1 (C-CH, 1); 46.4 (C-CH, .); 38.7
(CH,CH,NHCOY; 37.6 (CH,CH,NHBoc); 29.9 (CH,CH,NH); 28.7 (OOC-CH,-CH,-
COOY; 17.6 (CHsy + CHs ).

EM (ESI) calculado para Ci36H206N20s4: 3211.2 [M]*; encontrado: 3234.9 [M+ Na|*y
1629.1 [M+ 2Na]?*

Dendron de segunda generacién funcionalizado con etanol y marcado

fluorescentemente con bodipy 52.

221



Capitulo 7

Una disoluciéon del dendrén 51 (19.0 mg, 5.9 x 103 mmol) y el derivado de
bodipy 41 (5.4 mg, 1.2 x 102 mmol) en DMF anhidra (2 ml) se afiade EDC (3.5 mg, 1.8
x 102 mmol), HOBt (2.4 mg, 1.8 x 102 mmol) y Et:N (2.5 pl, 1.8 x 102 mmol). La
reacciébn se mantiene a temperatura ambiente durante 16 horas. Transcurrido este
tiempo se evapora el disolvente y el crudo se purificada empleando sephadex LH20 en

MeOH obteniéndose el dendréon 52 como un aceite rojo (19.2 mg, 89%).

TH-RMN (300 MHz, CD;OD) 8: 7.09 (m, 4H, At bodpy); 4.02-4.30 (m, 70H, CH, ,+
CH, o+ CHy, + CHy . + OCH,CHoOH + CHy poaipyCON); 3.43-3.70 (m, 36 H,
OCH,CH,OH + CH,-O); 3.18 (m, 4H, CH,-NH); 2.59 (m, 50H, CH,CO); 2.33 (m,
8H, CHyCO + CHj podipy); 215 (m, 4H, CH podipy); 1.66 (m, 4H, O-CH,CH,CH,-NH);
1.21 (s, 6H, CHs podipy); 1.18 (s, 9H, CHs 1); 1.11 (s, 18H, CH; ¢); 0.97 (¢, 6H, CH;s

bodipy) .

EM (ESI) calculado para CigiH233BF2N2Osgs: 3647.4 [M]*; encontrado: 1846.3 [M+
2Na]?*.

Obtencion de células dendriticas para los ensayos de internalizacion.

Las DC inmaduras fueron obtenidas a partir de capa leucocitaria de donantes
sanos (Sanquin). Las PBMC (células mononucleares de sangte periférica) humanas se
aislaron por gradiente de Ficoll y una seleccién positiva utilizando microparticulas con
el anticuerpo anti-CD14 (MACS, Miltenyi Biotec). Las DC inmaduras fueron generadas
mediante el cultivo de monocitos recién aislados (> 95% de pureza) durante 5 dias en
medio RPMI (definir y luego afiadir a la lista de abreviaturas) 1640 suplementado con
FCS (definir y luego afadir a la lista de abreviaturas) al 10%, 2 mM de L-glutamina, y 30
mg/ml de penicilina/estreptomicina en presencia de 11.-4 y GM-CSF (500 U/ml y 800

U/ml, respectivamente; BioSource Internacional).
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Ensayos de interaccién/internalizacion de los glicodendrones
2GLLBodipy(SucMan);; y 2GLLBodipy(SucGal);; empleando citometria de
flujo.

Las DC se incubaron en presencia de diferentes concentraciones de los
glicodendrones 2GLLBodipy(SucMan)12 y 2GLLBodipy(SucGal)12 (6, 15, 30 60
ug/ml). Las células se lavaron dos veces con PBS frio y se mantuvieron en hielo
durante la medicién por citometria de flujo (FACS Calibur, BD). La sefal de
interaccién/internalizacién fue medida como el aumento de la fluorescencia de una

media geométrica de células.
Experimentos de secrecion de citoquinas IL-10 mediante ELISA.

Las DC se incubaron en presencia o ausencia de 10 pg/ml de los
glicodendrones 2GLLBodipy(SucMan)12 y 2GLLBodipy(SucGal)12 y 10 ng/ml de LPS
TLR4 ligando (Sigma) durante 18 horas a 37 C. La secreciéon de IL-10 fue medida en el

sobrenadante por ELISA (International BioSource).
7.3.4. Conjugacion de biomoléculas.

Acido 3-maleimidopropionico (53).13!

0]

| N—_COOH
o
A una disolucién de anhidrido maléico (5.00 g, 56.1 mmol) en acido acético (70
ml) se aflade gota a gota una disolucién de B-alanina (5.50 g, 56.1 mmol) en 4cido
acético (25 ml) y la mezcla se mantiene en agitacion a temperatura ambiente durante 3

horas. Posteriormente, se afiade a la suspension acido acético (50 ml) y se calienta a

131 Mantovani, G.; Lecolley, F.; Tao, L.; Haddleton, D.M.; Clerx, J.; Cornelissen, J. J. L. M.;
Velonia, K. J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 2966-2973.
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115°C durante una hora. Trascurrido este tiempo se deja que alcance temperatura
ambiente y se mantiene en agitaciéon durante 12 horas mas. El disolvente es co-
evaporado a presién reducida con tolueno y el crudo de reaccién se purifica mediante
cromatografia en columna de gel de silice empleando como eluyente CH>Cl/EtOAc

(9:1) obteniéndose el compuesto 53 como un sélido blanco (3.86 g, 41%).

Pf: 110-112 °C; Pfy!3'= 105-107 °C

TH-RMN (300 MHz, CDCL3) 8: 6.72 (s, 2H, CH=CH), 3.81 (t, 2H, ] = 7.3 Hz, CH,-N),
2.68 (t, 2H, ] = 7.3Hz, CH,-COOH).

BC-RMN (75 MHz, CDCL) 8: 176.7 (COOH), 170.4 (CO), 134.4 (CH=CH), 33.5
(CH,-N), 32.6 (CH,-COOH).

Glicodendron de manosa de segunda generacion funcionalizado con maleimida

54.
O I AO%M ZHFO@HO H
| H lo} BN OH
%{Q\/\Q/N\/\G/O\%\/NHJ\/\II ° T 12

A disolucién del glicodendron 2GLL(SucMan)2 (28.0 mg, 5.4 x 10-3 mmol) y el
derivado de maleimida 53 (2.8 mg, 1.6 x 102 mmol) en DMF anhidra (3 ml) se afiade
EDC (3.1 mg, 1.6 x 102 mmol), HOBt (2.2 mg, 1.6 x 102 mmol) y EtsN (2.2 ul, 1.6 x
102 mmol). La reaccién se mantiene a temperatura ambiente durante 16 horas.
Transcurrido este tiempo, se evapora el disolvente y el crudo se purifica empleando
sephadex LH20 en MeOH obteniéndose el glicodendrén 54 como un sélido blanco
(25.1 mg, 87%).

131 Mantovani, G.; Lecolley, F.; Tao, L.; Haddleton, D.M.; Clerx, J.; Cornelissen, J. J. L. M.;
Velonia, K. J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 2966-2973.
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TH-RMN (500 MHz, D,0) 8: 6.90 (s, 2H, CH=CH); 4.89 (s, 12H, Hi manoss); 4.21-4.37
(m, 44H, CHz,+ CH, » + CHay, + CHa); 3.66-3.96 (m, 108 H, Ho + Hs + Hy + Hs+ H
manosa T CH2-O + NHCHoCHCi manosa); 3.35-3.52 (m, 24H, NHCH,CHCi manosa); 3.21-
3.27 (m, 6H, CHy-NH + CH>-NH mueimian); 2.53-2.75 (m, 52H, CH,CO + CH»-CO
maleimida ); 1.78 (m, 4H, O-CH.CH>CH,-NH); 1.36, 1.29, 1.22, 1.19 (s x 4, 27H, CH; ,» +
CH; o).

BC-RMN (125 MHz, D:0O, 40°C) &: 174.0 (CO); 134.7 (CH=CH); 99.7 (CHi manoss);
73.1 (CH manosa); 70.8 (CH manosa); 70.3 (CH manosa); 67.0 (CH manosa); 66.1 (CH2, + CHap, +
CHaz); 64.6 (CH»-O); 64.3 (CH2-0O); 61.2 (CH2 comanosa); 48.7 (C-CH2 ); 47.1 (C-CHay);
46.7 (C-CHz ¢); 39.2 NHCH2CH2OC manosa); 37.4 (CH2CHoNH + CH2o-NH mateimida);
30.4 (OOC-CH,-CH»-COO); 29.5 (OOC-CH,-CH,-COO); 28.3 (CH,CH:NH); 26.2
(CH2CHoNH); 17.2 (CH3 p + CHs ).

Succinimido 3-maleimidopropanoato (55).132

? 0
QN W0~N;j

o o d
A una disolucién de anhidrido maléico (1.00 g, 10 mmol) en DMF (10 ml) se
aflade B-alanina (0.91 g, 10 mmol). La suspension se agita durante una hora una vez que
el aminoacido se ha disuelto. Transcurrido este tiempo, la reaccion se introduce en un
bafio de hielo y se aflade N-hidroxisuccinimida (1.44 g, 12.5 mmol) seguida de DCC
(4.12, 20 mmol). Posteriormente se deja que la mezcla de reaccién alcance temperatura
ambiente y se mantiene en agitacién durante 4 horas. El crudo de reaccién se filtra
sobre celita, se diluye con agua (50 ml) y se extrae con CHxClx (2 x 50 ml). La fase

organica se seca con MgSOy4 anhidro y se evapora a vacio dando lugar al compuesto 55

como un solido blanco que se recristaliza empleando CHClo/éter (0.88 g, 35%).

Pf: 160-162 °C; Pf!32= 164-166 °C

132 Nielsen, O.; Buchardt, O. Synthesis 1991, 819-821.
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TH-RMN (300 MHz, CDCl3) 8: 6.72 (s, 2H, CH=CH), 3.90 (t, 2H, ] = 6.0 Hz, CH,-N),
3.04 (t, 2H, ] = 6.0 Hz, CH,-CON), 2.79 (s, 4H, OC-CH, CH,-CO).

BC-RMN (75 MHz, CDCl5) 8: 170.1 (CO), 168.7 (CO), 165.9 (CO), 134.3 (CH=CH),
33.1 (CH,-N), 29.8 (CH,-CON), 25.7 (OC-CH, CH,-CO).

Derivado de manosa con maleimida 56.

OH

]

OH
O O
o) 0 Q
O\AHJj\/\NiJ
o]

Se disuelven el derivado de manosa 17 (124 mg, 0.56 mmol) y el compuesto 55
(172 mg, 0.83 mmol) en DMF anhidra (10 ml) y se aflade Et:N (231 pl, 1.67 mmol). La
reaccion se mantiene a temperatura ambiente durante 16 horas. El disolvente se elimina
a presion reducida y el crudo de reaccién se purifica mediante cromatografia en
columna de gel de silice utilizando como eluyente isopropanol/agua (9:1), obteniéndose

el producto 56 como un aceite incoloro (164 mg, 79%).

TH-RMN (300 MHz, CD3OD) 8: 6.88 (s, 2H, CH=CH); 4.81 (d, 1H, | = 1.5 Hz, Hy);
3.34-3.91 (m, 12 H); 2.53 (t, 2H, ] = 6.9 Hz, CH,-CONH).

BC-RMN (75 MHz, CDCl) 8: 173.2 (CONH); 172.2 (CO); 135.5 (CH=CH); 101.6 (C-
19; 74.7 (CH man); 72.5 (CH man); 72.0 (CH man); 68.6 (CH man), 67.2 (C-7); 62.2 (C-6);

40.3 (C-8); 35.7 (CH»-N), 35.5 (CH,-CONH).

EMAR-FAB calculado para Ci:H22N2OgNa: 397.1223; encontrado: 397.1230.

132 Nielsen, O.; Buchardt, O. Synthesis 1991, 819-821.
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Sistema monovalente de manosa funcionalizado con el péptido modelo 57.

|C|)
RGDGGSGGS——N——CH—C—O0H
OH

CH,
HO

OH

S |

o
" j\/\ °

O.
\/\N N
H
o

Se disuelve el derivado de manosa 56 (20 mg, 5.3 x 102 mmol) en acetonitrilo
(3 ml). Se coge una alicuota de esta disolucién (66pl, 0.44 mg, 1.8 x 10> mmol) y se
aflade a una disolucién del péptido modelo RGDGGSGGSC (1mg, 1.8 x 10> mmol) en
tampoén fosfato 50 mM a pH 7.1 (66 ul). La reaccién se mantiene en agitacién a 25°C
durante 3 horas. Transcurrido este tiempo la muestra se analiza por EM (ESI)
observandose la completa conversion del péptido modelo de partida en el compuesto

57.

EM (ESI') calculado para C4H71N150248: 1225.5 [M]*; encontrado: 1223.9 [M -H] y
1247.8 [M + Na - HJ-

Glicodendréon de manosa de segunda generacion funcionalizado con el péptido

modelo 58.

[e]
RGDGGSGGS_H—CH—!:'—OH

CH,

| oH
9 ° o
N H\/\é/o\a/\/NHk/\n/O MN\/\O o
U s I 12
S )

Se disuelve el glicodendrén 54 (10.0 mg, 1.9 x 103 mmol) y el péptido modelo
(3.2 mg, 3.8 x 103 mmol) en una disolucién 1:1 de tampdn fosfato 50 mM a pH 7.1 y
acetonitrilo (2 ml). La reaccién se mantiene en agitacion a 25°C durante 12 horas.
Transcurrido este tiempo, se evapora el disolvente y el crudo se purifica empleando
sephadex LH20 en MeOH obteniéndose el glicodendrén 58 como un sélido blanco
(10.9 mg, 94%).
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IH-RMN (500 MHz, D>0) 8: 4.88 (s, 12H, Hi manoss); 4.20-4.38 (m, 44H, CH,, + CHz
+ CHa b + CHa 0); 3.56-3.95 (m, 108 H, Ha + Hs + Hy + Hst He manoss + CHo-O +
NHCH,CHoC manosa); 3.37-3.46 (m, 24H, NHCHoCH,Ci manoss); 3.25 (m, 6H, CHo-NH
+ CHNH mateimiaa); 2.58-2.71 (m, 52H, CH,CO + CHy-CO mateimiaq ); 1.80 (m, 4H, O-
CH,CH,CH,-NH); 1.36, 1.28, 1.22, 1.18 (s x 4, 27H, CHs »» + CH o).

EM (MALDI-TOF) calculado para C244H39(,N28015{)S: 6146.4 M+; encontrado: 6150.3
M+ HJ*.

Sistema monovalente de manosa funcionalizado con el oligonucleétido modelo
59.
OH

HO Q
HO

o)
1
S0 —P—0— TCTT CCT CTC TCT ACC CAC GCT CTT

s 3y

Se disuelve el derivado de manosa 56 (10 mg, 2.7 x 102 mmol) en tampdn
fosfato 50 mM a pH 7.8 (10 ml). Se coge una alicuota de esta disolucion (33.2 pl, 8.9 x
10-> mmol) y se afiade a una disolucién del oligonucle6tido modelo (1.8 x 10-> mmol) en
tamp6n fosfato 50 mM a pH 7.8 (200 pl). La reaccién se mantiene en agitacion a 25°C
durante 2 horas. Transcurrido este tiempo la muestra se purifica empleando HPLC,

aislando la sefial correspondiente al conjugado 59 con un tr= 19.98 min.

EM (MALDI-TOF) calculado para 7962 [M]*; encontrado: 7966.3 [M+ H]* y 3991.6
[M+ 2H]?*
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Estructuras y abreviaturas de

aminoacidos






Estructuras y abreviaturas de aminodcidos

Abreviatura de

una letra

Abreviatura de

tres letras

Nombre

Estructura

Ala

Alanina

Il
H2N—C|2H-C—OH
CHj3

Cisteina

[l
H2N—C|2H-C—OH

g
SH

Asp

Acido aspartico

Glu

Acido glutimico

Il
H,;N—CH-C—OH

Phe

Fenilalanina

Il
HZN—(|3H—C—OH
CH,

Gly

Glicina

i
H2N—C|2H-C—OH
H
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His

Histidina

[l
H2N—C|2H—C—OH
CH,

N7

Ile

Isoleucina

K

Lys

Lisina

Leu

Leucina

Met

Metionina

Il
H,N—CH-C—OH

Asn

Asparagina

I
HZN—(IJH—C—OH
CH,
c=o0

[
NH,
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Pro

Prolina

C—OH

HN

Gln

Glutamina

[l
H,N—CH-C—OH

Arg

Arginina

Ser

Serina

[l
H2N—(|:H—C—OH

CH,

OH

Thr

Treonina

Il
H,N—CH-C—OH

CH-OH
CHy

Val

Valina

Il
H,N—CH-C—OH

(|3H-CH3
CHs

Trp

Triptéfano

[l
H2N—(|3H—C—OH

CH,

-
HN
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Tyr

Tirosina

[l
HZN—(IJH-C—OH
CH2

OH
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Estructuras y abreviaturas de

nucleotidos






Estructuras y abreviaturas de nucledtidos

Abreviatura Nombre Estructura
NH,
~ N
A Adenina (|)|
‘O—FI’ O—l
(0]
NH
G Guanina (I)I
“O- IID (0]
O
C Citosina (I)I
O- IID (0]
O
NH,
~ N
T Timina (I?
O- I? (0]
o)
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