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DESCRIPCIÓN

Bibliotecas combinatorias de hidratos de carbono complejos y métodos para la producción y usos de las mismas.

La presente invención se refiere a una biblioteca combinatoria de hidratos de carbono direccionable producida
enzimáticamente in situ según la reivindicación 1, un método de producción de una biblioteca combinatoria de hidratos
de carbono direccionable según la reivindicación 27, un método de identificación de un hidrato de carbono según la
reivindicación 29, un método de identificación de glicomarcardores según la reivindicación 32.

La presente invención se refiere a bibliotecas combinatorias de hidratos de carbono complejos y métodos para la
fabricación y uso de las mismas y, más particularmente, a bibliotecas de este tipo preparadas sobre un soporte sólido
por medio de síntesis enzimática por etapas, para proporcionar así una serie combinatoria de estructuras de hidratos
de carbono complejos. Las bibliotecas combinatorias de hidratos de carbono complejos sintetizadas según la presente
invención pueden aprovecharse de muchas maneras, incluyendo, pero no limitándose a, (i) identificación de fármacos
de hidratos de carbono complejos; (ii) identificación de proteínas o receptores asociados a hidratos de carbono com-
plejos como posibles nuevas dianas relacionadas con hidratos de carbono para farmacoterapia; (iii) identificación de
hidratos de carbono complejos biológicamente activos; (iv) identificación de elementos específicos de hidratos de car-
bono estructurales complejos como posibles nuevas dianas para farmacoterapia; (v) identificación de sitios activos de
estructuras conocidas de hidratos de carbono complejos; (vi) identificación de nuevos glicomarcadores en estructuras
de hidratos de carbono complejos; y (vii) detección de anticuerpos formados frente a un glicoepítopo relacionado con
cáncer o glicoantígenos relacionados con otras enfermedades.

Descubrimiento de fármacos

La investigación y desarrollo farmacéutico modernos se establecieron con la transición desde la medicina popular
hasta el descubrimiento y aislamiento de medicamentos usando la química moderna. Desde los años 1950, el descu-
brimiento de fármacos se centraba en someter a prueba grandes números de compuestos candidatos en una variedad de
modelos animales, en un esfuerzo por identificar compuestos farmacéuticamente activos. Como tal, el descubrimiento
de nuevos candidatos a fármaco necesitaba la selección de diversas fuentes de compuestos para posibles actividades
terapéuticas. Estas fuentes incluían, por ejemplo, fármacos y compuestos químicos conocidos para los que se busca-
ron actividades terapéuticas novedosas, caldos de fermentación y compuestos excretados y/o extraídos de plantas u
organismos marinos, etc. (Granellin, 1992).

Durante los años 1970 y 1980, los avances en los campos de la bioquímica, biología molecular, biología celular y
biología estructural (y funcional) han conducido a un mejor entendimiento de los procesos bioquímicos y moleculares
que conducen al desarrollo y la progresión de diversas enfermedades. Esto, a su vez, ha conducido al desarrollo de
ensayos de selección primaria basados en proteínas, que sustituyen a los métodos de selección que consumen más
tiempo y son más dificultosos para seleccionar los candidatos a fármaco en modelos animales (Nicholls, 1991).

Además, los avances en la cristalografía de rayos X y la química computacional, arrojaron nueva luz sobre los
procesos físicos que gobiernan los acontecimientos de interacción y reconocimiento molecular de los receptores y sus
ligandos, conduciendo al desarrollo de lo que se conoce como el enfoque de “diseño racional de fármacos” (Hendrick-
son, 1991).

Entendiendo la estructura tridimensional de péptidos y proteínas, y teniendo la capacidad de manipular tales es-
tructuras, las técnicas tanto prácticamente a través de la modelización molecular como las físicamente a través de la
clonación molecular conducen a los investigadores al desarrollo de nuevos candidatos a fármaco.

Desafortunadamente, debido a la necesidad de personal muy altamente cualificado y dedicado y equipo complejo,
el “diseño racional de fármacos” ha fallado en proporcionar a los investigadores la herramienta de diseño de fármacos
que habían esperado. (Jacobs, 1994).

Como tal, en los primeros años 1990, las empresas farmacéuticas y de biotecnología líderes se volvieron hacia la
robótica y la automatización en un intento de complementar el enfoque del “diseño racional de fármacos”. La automa-
tización permitió un enfoque de “secuenciación aleatoria (shotgun)” para el descubrimiento de fármacos, permitiendo
la selección rápida de cientos de miles de compuestos para determinar las actividades biológicas deseadas. El nue-
vo enfoque incorporaba (i) la combinatoria como fuente de compuestos novedosos; (ii) la genómica como fuente de
dianas novedosas; y (iii) la selección de alto rendimiento (HTS, “high throughput screening”), como método para
seleccionar de manera cruzada diversos compuestos/dianas. Como resultado, el enfoque “de secuenciación aleatoria”
permitió que los investigadores ignoraran los obstáculos técnicos asociados con el enfoque previo y se centraran en
temas tales como “¿Qué hacer?” o “¿Cuánta diversidad se requiere para producir un resultado positivo?” (Hogan Jr.,
1997).

Bibliotecas combinatorias

En la búsqueda de candidatos a fármaco novedosos, los investigadores querían complementar los compuestos natu-
rales existentes que se han seleccionado extensamente, con un grupo novedoso y diversificado de moléculas que no se
encuentran en la naturaleza. Como tal, las bibliotecas combinatorias de compuestos novedosos recién sintetizados que
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comprenden secuencias de aminoácidos o ácidos nucleicos, se sintetizaron y seleccionaron para determinar posibles
candidatos a fármacos. Las bibliotecas combinatorias de tales compuestos novedosos o de dianas novedosas pueden
clasificarse en tres categorías principales.

La primera categoría se refiere a la matriz o plataforma sobre la que se presenta y/o se construye la biblioteca
(Blondelle, 1996). Como tal, las bibliotecas combinatorias pueden proporcionarse (i) sobre una superficie de un so-
porte sólido químico, tal como micropartículas, perlas o una plataforma plana; (ii) presentarse mediante una fuente
biológica (por ejemplo, bacteria o fago); y (iii) estar contenidas dentro de una disolución. Además, las estructuras
tridimensionales de diversas moléculas combinatorias generadas por ordenador pueden seleccionarse por medio de
métodos computacionales (Gaasterland, 1998).

Además, las bibliotecas combinatorias pueden clasificarse según el tipo de moléculas representadas en la biblio-
teca, que puede incluir, (i) moléculas químicas pequeñas; (ii) ácidos nucleicos (ADN, ARN, etc.); (iii) péptidos o
proteínas; y (iv) hidratos de carbono.

La tercera categoría de las bibliotecas combinatorias se refiere al método mediante el cual se sintetizan los com-
puestos o dianas, normalmente una síntesis de este tipo se efectúa mediante: (i) síntesis química in situ (Borman,
1996); (ii) síntesis in vivo por medio de clonación molecular (Kenan, 1994); (iii) biosíntesis in vitro mediante enzi-
mas o extractos purificados de microorganismos (Michels, 1998); y (iv) in silico mediante algoritmos informáticos
dedicados (Sansom, 1997).

Las bibliotecas combinatorias puestas como ejemplo mediante cualquiera de los métodos de síntesis anteriores
pueden caracterizarse además mediante: (i) modos de síntesis paralela o separada; (ii) complejidad y tamaño de las
moléculas; (iii) tecnología de la selección; y (iv) grado de automatización en la preparación/selección.

En el método de síntesis separada, se divide una biblioteca combinatoria que se sintetiza, por ejemplo, sobre una
superficie de micropartículas o perlas, en grupos en los que se une un primer bloque estructural de síntesis único a
las perlas. Entonces se combinan los grupos de perlas y se separan para formar nuevos grupos de diversidad única,
después se añade el siguiente bloque estructural, y se repite el proceso hasta que se consigue la complejidad deseada.
En el método de síntesis paralela, cada uno de los compuestos de la biblioteca combinatoria se sintetiza por separado,
en una disolución o se inmoviliza a una matriz, requiriendo un régimen de síntesis único e independiente para cada
uno de los compuestos de la biblioteca.

La complejidad de las moléculas en una biblioteca combinatoria depende de la diversidad de los bloques estructu-
rales primarios y las posibles combinaciones de los mismos. Además, varios parámetros adicionales también pueden
determinar la complejidad de una biblioteca combinatoria. Estos parámetros incluyen (i) el tamaño molecular del pro-
ducto de síntesis final (por ejemplo, oligómero o molécula química pequeña); (ii) el número de enlaces que se crean
en cada etapa de síntesis (por ejemplo, un enlace frente a varios enlaces específicos al mismo tiempo); (iii) el número
de distintas etapas de síntesis empleadas; y (iv) la complejidad estructural del producto final (por ejemplo, moléculas
lineales frente a ramificadas).

Las bibliotecas combinatorias pueden sintetizarse a partir de varios tipos de moléculas primarias, incluyendo,
pero no limitándose a, ácidos nucleicos y aminoácidos e hidratos de carbono. Debido a la complejidad del tipo de
enlace sencillo inherente, la síntesis de bibliotecas combinatorias de ácidos nucleicos y aminoácidos normalmente
sólo necesita un tipo de reacción de síntesis. Por otro lado, debido a la complejidad del tipo de enlace inherente, la
síntesis de bibliotecas combinatorias de hidratos de carbono complejos necesita una pluralidad de distintas reacciones
de síntesis.

Por tanto, la simplicidad y la repetición de polímeros tanto de ácidos nucleicos como de aminoácidos, permiten un
método de síntesis relativamente simple para obtener una biblioteca combinatoria de constituyentes de este tipo. Por
otro lado, puesto que los oligosacáridos son estructuralmente mucho más complejos, las bibliotecas combinatorias de
hidratos de carbono complejos son difíciles de sintetizar. Como resultado, las bibliotecas combinatorias de hidratos de
carbono sintetizadas hasta la fecha, son de muy baja complejidad y normalmente incluyen moléculas de hidratos de
carbono complejos que consisten en no más de tres constituyentes de bloque estructural.

La evolución de las bibliotecas combinatorias de ácidos nucleicos y aminoácidos ha necesitado la utilización de
técnicas de selección que sacan partido de la naturaleza única de las bibliotecas de este tipo, de tal modo que puede
efectuarse la selección rápida de bibliotecas diversificadas.

Por ejemplo, con el fin de identificar interacciones específicas entre una “sonda” y un constituyente de la biblioteca,
puede construirse una biblioteca de tal modo que se conoce o controla la identidad y posición de cada constituyente
individual en la fase de síntesis. Las bibliotecas de este tipo se conocen como bibliotecas direccionables. Usando el
proceso de fotolitografía, pueden producirse bibliotecas sintetizables de manera paralela, espacialmente direcciona-
bles, dirigidas por luz de péptidos u oligonucleótidos (Ramsay, 1997). Además, se usan series microfabricadas de
cámaras de reacción cerradas con sistemas microfluidos para síntesis de “laboratorios en un chip” (“Lab on a chip”) de
bibliotecas direccionables químicas o de oligonucleótidos (patentes de los EE.UU. números 5.643.738; 5.681.484; y
5.585.069, que se incorporan en el presente documento como referencia). Utilizar tal tecnología direccionable permite
la determinación, durante la síntesis, de la naturaleza y la posición de los constituyentes de la biblioteca.
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En comparación, las bibliotecas que se sintetizan empleando el enfoque “una perla-una molécula” (“one bead-one
molecule”), en el que se crea la diversidad mediante una síntesis de separación y combinación (“split-and-pool”), se
seleccionan usando sondas conjugadas a un resto detectable, por ejemplo una molécula fluorescente o una enzima,
de tal modo que pueden identificarse, aislarse y analizarse las perlas que interaccionan con una sonda marcada para
obtener la composición (Schullek, 1997).

Puesto que los métodos de selección de este tipo consumen mucho tiempo, el enfoque de bibliotecas marcadas
con etiqueta ha evolucionado principalmente para su uso con bibliotecas creadas mediante el método de separación
y combinación. Para acelerar el análisis de la molécula aislada de interés, el enfoque de bibliotecas marcadas con
etiqueta combina la síntesis de miembros de la biblioteca con la síntesis paralela ortogonal de patrones de bloque
estructural marcados con etiqueta (Janda, 1994; Chabala, 1995) o dispositivos de memoria marcados con etiqueta por
radiofrecuencia (Borman, 1996).

Con el fin de seleccionar grandes series, se utilizan equipos robóticos y de miniaturización en ensayos de selec-
ción de alto rendimiento (HTS). En el pasado, los ensayos HTS fueron básicamente ensayos de laboratorio ampliados
a escala. Como tal, y dependiendo de la diversidad de las moléculas seleccionadas, la adaptación de un ensayo re-
lativamente simple a HTS implicaba la miniaturización y automatización del manejo de líquidos, de tal modo que
puede seleccionarse un gran número de moléculas independientes de manera relativamente rápida. En la actualidad, se
desarrollan y se ponen en práctica enfoques más integrados para HTS. Estos enfoques se denominan como “ultra-tec-
nologías” (UT, Sittampalam, 1997) o “nuevas tecnologías” (NT, Burbaum, 1997). Las metodologías HTS de este tipo
varían entre los métodos de síntesis paralela o de separación y combinación. En el método de síntesis de separación
y combinación, se usan las micropartículas tanto para la síntesis como para la selección mediante tratamiento previo
con reactivos de ensayo (Stinson, 1998). La mejora de los métodos de síntesis paralela necesita la miniaturización
adicional de la matriz de soporte (Cargill, 1997). Por ejemplo, si se someten a prueba 106 compuestos frente a 200
sondas cada año, esto se traduce en 2 x 108 ensayos. Si se emplean tales ensayos a un volumen de pocillo de 100 µl
cada uno, conteniendo 10 µl del compuesto de prueba de un peso molecular aproximado de 500 g/mol, se requerirán
aproximadamente dos millones de placas de microtitulación de 96 pocillos, 20.000 litros de cada disolución diana y
100 gramos de cada uno de los compuestos.

Por consiguiente, se han propuesto nuevas tecnologías para la miniaturización de la matriz de soporte. Las tecnolo-
gías de este tipo se dividen en formatos de recipiente abierto y cerrado. La tecnología del recipiente abierto mantiene
la compatibilidad con las placas de 96 pocillos habituales y sigue una serie geométrica de N= n2 x 96, en la que N
es el número de pocillos, y n es un número entero que describe la densidad de empaquetamiento posible de una se-
rie rectilínea. Siguiendo este razonamiento, el punto de equilibrio entre una limitación del volumen de microlitros y
una densidad de empaquetamiento adecuada se consigue mediante una placa con 1.536 pocillos (n = 4) que tiene un
volumen de pocillo de 1-2 µl.

La selección de series más grandes requiere la reducción adicional del volumen de pocillo hasta cantidades de
nanolitros, que además necesita el uso del formato de recipiente cerrado para evitar la evaporación. Usando técnicas
de fabricación, que fueron las primeras en aplicarse en la industria de semiconductores, pueden efectuarse la síntesis
y el análisis de volúmenes de reacción de nanolitros, de tal modo que una única oblea de silicio de cuatro pulgadas
cuadradas puede soportar 105 síntesis y reacciones de bioensayo separadas (Cheng, 1998).

Los métodos de preparación de las bibliotecas combinatorias de moléculas orgánicas pequeñas sintetizadas quí-
micamente, tales como ácidos nucleicos (ADN, ARN y ARN antisentido), péptidos y biomiméticos de péptidos, tales
como peptoides y semipeptoides, etc., están ahora bien establecidos en la técnica y como tal se han demostrado las
tecnologías en la mayoría de las divisiones y categorías anteriores (véase la tabla 1 de a continuación).

(Tabla pasa a página siguiente)
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TABLA 1

Clasificación de bibliotecas combinatorias
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A pesar de la abundancia de hidratos de carbono en la naturaleza y su papel importante en muchos procesos
biológicos, no se han demostrado bibliotecas de hidratos de carbono complejos y altamente diversificados (Borman,
1996). Además, aunque hace casi 30 años que se propuso la síntesis química en fase sólida de productos con enlaces
glicosídicos (Frechest, 1971, 1972; Guthrie, 1971), la síntesis química de bibliotecas combinatorias de hidratos de
carbono sólo se ha demostrado en los últimos años, y debido a las limitaciones de la síntesis química tal como se
detalla adicionalmente más adelante en el presente documento, las bibliotecas de este tipo constituyen series bastante
simples de constituyentes de trisacárido no marcados con etiqueta solubles.

Hindsgaul y colaboradores demostraron un enfoque químico de “glicosilación aleatoria” para la síntesis de bi-
bliotecas que implica acoplar el donador de glicosilo protegido con un aceptor de azúcar que contiene 3-5 hidroxilos
libres, para producir una mezcla de 6 a 8 productos de hidrato de carbono distintos (Kanie, 1995). Según este método,
tras una etapa de glicosilación, se eliminan los grupos protectores, y entonces se separan los productos acoplados de
los bloques estructurales de monosacárido iniciales por medio de cromatografía en fase inversa.

Boons y colaboradores informaron de un enfoque de síntesis química algo más directa. Para garantizar la formación
de enlaces glicosídicos regioespecíficos, sintetizaron diez aceptores de disacárido protegidos que contenían cada uno
un grupo hidroxilo libre. Cada aceptor protegido se hizo reaccionar por separado con un donador de glicosilo para
formar 32 disacáridos definidos. Entonces, se mezclaron los productos de disacárido, se empleó un procedimiento de
desprotección y se separó la mezcla en cuatro subgrupos. Entonces se hizo reaccionar cada subgrupo con un donador
diferente para obtener cuatro bibliotecas, conteniendo cada una 64 trisacáridos. Finalmente, se separaron los productos
mediante un tedioso procedimiento de cromatografía de exclusión por tamaños (Boons, 1996).

La síntesis química de un biblioteca combinatoria de hidratos de carbono sobre un soporte sólido se demostró por
Kahne y colaboradores (Liang, 1996). La patente de los EE.UU. nº 5.700.916 enseña, a este respecto, una bibliote-
ca de hidratos de carbono que consiste en 1300 di y trisacáridos marcados con etiqueta. Se sintetizó esta biblioteca
usando el enfoque de separación y combinación acoplando 12 donadores de glicosilo diferentes a seis aceptores dife-

7



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 277 588 T3

rentes unidos a polímeros empleando métodos de glicosilación que incorporan sulfóxido anomérico como donador de
glicosilo.

También se describieron métodos químicos de preparación de bibliotecas combinatorias de hidratos de carbono por
otros grupos de investigación varios (Rademann, 1996; Rodebaugh, 1997; Liang 1997, revisado por Kahne, 1997; Ar-
ya, 1997, documento WO 97/34623; documento WO 97/35202; documento WO 98/08799; documento WO 98/40410;
y la patente de los EE.UU número 5.780.603). Los métodos anteriores describen bibliotecas de hidratos de carbono
preparadas químicamente en las que los constituyentes de hidratos de carbono se unen a un resto que no es azúcar
por medio de un enlace glicosídico, o alternativamente constituyentes de hidratos de carbono de baja complejidad
estructural tales como cadenas polivalentes de longitud uniforme ditetrasacáridos con de 0-1 ramificaciones.

Más recientemente, un mimético de oligosacárido sintético demostró poder sustituir a los enlaces glicosídicos por
enlaces de amida, formando así “carbopeptoides” (Nicolaou, 1995) y “glucótidos” (McDevitt, 1996), o con enlaces
fosfodiéster, formando así los “carbonucleótidos” (Nicolaou, 1995). Aunque estas formas miméticas de sacárido son
estructuralmente más complejas que los hidratos de carbono previamente sintetizados, sus niveles de complejidad
están lejos de los de los hidratos de carbono que se producen naturalmente (por ejemplo, véase la figura 1).

Wong y colaboradores (Wong, 1998) sintetizaron químicamente bloques estructurales de núcleo con cuatro grupos
protectores diferentes que pueden eliminarse de manera selectiva, para obtener un mimético de pentasacárido con
cuatro enlaces glicosídicos ortogonales.

Aunque se han sintetizado bibliotecas de hidratos de carbono de complejidad limitada usando diversos métodos
químicos, no se ha producido todavía una biblioteca combinatoria de hidratos de carbono con un alto grado de com-
plejidad estructural que se asemejen a los hidratos de carbono complejos naturales (por ejemplo, estructuras altamente
ramificadas). Además, no se ha propuesto ni tratado nunca por la técnica anterior la síntesis de bibliotecas de este tipo
usando un enfoque de síntesis paralela direccionable que permitiera la selección rápida de los constituyentes de la
biblioteca (véase la tabla 1 anterior).

Esto se debe posiblemente al hecho de que los métodos de síntesis química aún se forman mediante las estrategias
clásicas de protección/desprotección selectiva, haciendo que la longitud de la molécula sintetizada sea el principal
contribuyente a la complejidad de la misma (Grout, 1998). Se calculó que para englobar todos los posibles isómeros
lineales y ramificados de un oligosacárido hexamérico, se necesitarían más de 1012 formas estructurales distintas
(Laine, 1994). La síntesis de una serie de este tipo no sería práctica mediante un método de síntesis química que utiliza
grupos de protección/desprotección selectiva. En un método de este tipo, es inevitable la formación de mezclas de
anómeros que inhabilitan o terminan la formación de cadena específica hidratos de carbono dirigida, y como tal es
imposible controlar la formación de tales centros anoméricos generados durante la síntesis.

Con el fin de sintetizar bibliotecas combinatorias de hidratos de carbono complejos con alto grado de complejidad
y diversidad, deben buscarse métodos de síntesis no químicos alternativos.

Las enzimas son biocatalizadores de alta fidelidad que están en uso frecuente en la síntesis de compuestos orgáni-
cos. Como tal, las enzimas pueden emplearse en un método de síntesis de hidratos de carbono que evite las limitaciones
mencionadas anteriormente inherentes a los métodos de síntesis química de la técnica anterior. La síntesis enzimática
de enlaces glicosídicos presenta alta estereo y regioselectividad, y como tal, el empleo de enzimas en la síntesis de
hidratos de carbono complejos suprime la necesidad de monómeros protegidos e invalida los problemas inherentes a
la incorporación de bloques estructurales protegidos de este tipo (Grout, 1998).

La naturaleza emplea cuatro tipos de enzimas para la biosíntesis in vivo de enlaces glicosídicos (véase la tabla 2 de
a continuación). La división común básica segrega estas enzimas según la ruta de Leloir (Leloir, 1971) y la ruta que
no es de Leloir. Las enzimas de la ruta de Leloir son responsables de la biosíntesis de la mayoría de las glicoproteínas
unidas a N y O y otros glicoconjugados en sistemas de mamíferos. La ruta de unión a N implica una biosíntesis inicial
de un producto intermedio de dolicol-pirofosforil-oligosacárido en el retículo endoplásmico mediante las manosil y N-
acetilglucosiltransferasas. Además, esta estructura de oligosacárido experimenta la glucosilación y después se trans-
fiere por medio de una oligosacaridotransferasa a residuos de asparagina de una cadena peptídica creciente (Kornfeld,
1985). Antes del transporte al aparato de Golgi (AG), se eliminan los residuos de glucosa y algunos de manosa por las
glicosidasas para revelar un pentasacárido de núcleo. Entonces se añaden secuencialmente monosacáridos adicionales
mediante glicosiltransferasas en el AG, en un proceso conocido como glicosilación unida a O, que se inicia en el AG
mediante la adición de un monosacárido a serina o treonina por medio de un enlace glicosídico y continua mediante la
adición secuencial de monosacáridos (Kornfeld, 1985). Las glicosiltransferasas de la ruta de Leloir utilizan sólo ocho
azúcares de nucleósido como donadores de monosacárido para la síntesis de la mayoría de los oligosacáridos (véase
la tabla 3 de a continuación).
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TABLA 2

TABLA 3

La ruta que no es de Leloir emplea monosacáridos adicionales, tales como azúcares aniónicos o sulfatados que
también se encuentran en células de mamíferos. Una combinación diversa de monosacáridos aún adicionales que no
se utilizan en ninguna ruta (por ejemplo, ramnosa y arabinosa; véase la tabla 4 de a continuación) también está presente
en microorganismos, plantas e invertebrados (Oths, 1990; Mengling, 1998).
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TABLA 4

Se han propuesto dos estrategias principales para la síntesis in vitro catalizada por enzimas de oligosacáridos. Según
la primera estrategia, se emplean glicosidasas o glicosilhidrolasas en una reacción de hidrólisis inversa (documentos
WO 87/05936; WO98/40512; y patente de los EE.UU. número 5.532.147, Nilsson, 1988 y 1996; Watt, 1997), mientras
que según la segunda estrategia se emplean glicosiltransferasas en un método de síntesis secuencial (Hunez, 1980;
Toone, 1989). Debido a los altos rendimientos y a la especificidad estereo y regioselectiva presentados por la segunda
estrategia se considera que es el enfoque preferido (David, 1991; Wong, 1992). La segunda estrategia, que se discute
extensivamente en la técnica anterior (véanse por ejemplo, Grout, 1998; Watt, 1997; Ichikawa, 1997; Wong, 1996;
patente de los EE.UU. número 5.583.042; y el documento WO 96/32492), se aprovechó para la síntesis de un intervalo
muy estrecho de moléculas de oligosacáridos, que oscilaban de desde 2 hasta 5 unidades de tamaño utilizando siete de
las ocho especies de monosacáridos de Leloir formadas con sólo 0-1 enlaces de ramificación.

En la naturaleza, el uso en combinación de los cuatro tipos de enzimas (véase la tabla 2 anterior) produce una serie
compleja de oligosacáridos. Por otro lado, se registraron muy pocas descripciones de métodos combinados de síntesis
enzimática in vitro de enlace glicosídico.

Los métodos de este tipo pueden incorporar, en combinación, una glicosidasa y una glicosiltransferasa (β-galac-
tosidasa y una (2,6)-sialiltransferasa) para producir un intervalo estrecho de productos de oligosacáridos (Herrmann,
1993; Nilsson 1988). Alternativamente, también puede usarse una transglicosidasa en combinación con las enzimas
anteriores (por ejemplo, trans-sialidasa de Trypanosoma cruzi, Schenkman, 1991). También se ha descrito ya en los
años 50, la utilización de la fosforilasa para transferir un donador de 1-fosfato de azúcar a 2-ceto-azúcares (Hassid,
1950) pero no se continuó más esta estrategia.

La síntesis enzimática de hidratos de carbono complejos sobre un soporte sólido se propuso por primera vez en los
años 80 por Zehavi et al. (1983 y 1984). Zehavi y los colaboradores unieron una unidad glicosílica a 3-nitrobenzoato
de 4-hidroximetilo para crear un ligador fotolábil. Este ligador de sacáridos se acopló a un soporte compatible en agua
amino funcionalizado, tal como el polímero de gel de poliacrilamida o poli(alcohol vinílico), por medio de un enlace
amida (Zehavi, 1984). Entonces, el glicósido unido al polímero se galactosiló usando la 1,4-galactosiltransferasa.

Combinando las etapas de la síntesis química junto con etapa de alargamiento enzimático de la cadena de azúcar,
se ha efectuado la síntesis quimioenzimática en fase sólida del antígeno glicopeptídico de Lewis X (Halcomb, 1994;
Seitz, 1997), así como la síntesis de un conjugado de aspargina de undecasacárido sialilado, en el que se añadió enzi-
máticamente el residuo α-2,6 sialilo a un decasacárido sintetizado químicamente (Unverzagt, 1996). Además, también
se ha llevado a cabo la síntesis enzimática de un antígeno X de Lewis sialilado sobre un soporte de sílice activada
(Schuster, 1994). Este glicopéptido se creó con rendimientos relativamente altos mediante tres etapas de glicosilación
enzimática repetitivas que dieron como resultado cuatro unidades de sacáridos unidas en el péptido. También se infor-
mó un excelente rendimiento para la síntesis de un glicopéptido por medio de la glicosilación enzimática de un soporte
sólido de copolímero de polietilenglicol-poliacrilamida (Meldal, 1994).
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Hasta la fecha, el descubrimiento de nuevos agentes farmacéuticos derivados de hidratos de carbono todavía se
queda muy atrás que el de otras clases de moléculas, tales como las proteínas. Este retraso se atribuye principalmente
a la falta de disponibilidad de un método de síntesis eficaz y global aplicable para producir especies de hidratos de
carbono complejos y diversos. Puesto que los hidratos de carbono son difíciles tanto para sintetizar como para analizar,
no es viable emplear los métodos de la técnica anterior descritos anteriormente para tales tareas.

A pesar de estas limitaciones, se estudiaron extensivamente tres aspectos de la bioquímica y química médica de
los hidratos de carbono: (i) interferencia específica con la biosíntesis de la pared celular bacteriana (Mengling, 1998);
(ii) marcadores únicos para tumores malignos (Orntoft, 1995; Kobata, 1998); y (iii) participación de los marcadores
de oligosacáridos de la superficie celular en la comunicación célula a célula, la adhesión celular, la infección celular y
la diferenciación celular (Simon, 1996).

Estos aspectos de la bioquímica y química médica de hidratos de carbono se estudiaron usando especies de hidratos
de carbono complejos sintetizados químicamente. Se ha demostrado que los hidratos de carbono complejos sintéticos
son una herramienta importante para el desarrollo del campo glicoterapéutico, pero las limitaciones inherentes al
proceso de síntesis química y como tal a las diversas bibliotecas combinatorias producidas por los mismos, impiden
un progreso significativo en este campo.

Por ejemplo, la base de datos CarbBank (base de datos de estructuras de hidratos de carbono complejos (Com-
plex Carbohydrate Structure Database) CCSD) incluye 48.956 registros (22.048 estructuras únicas) que se derivaron
de artículos publicados y se recopilaron por el Georgia University Project-Complex Carbohydrate Research Center
(CCRC) (centro de investigación de hidratos de carbono complejos del proyecto de la Universidad de Georgia). Estos
hidratos de carbono se agrupan según su complejidad en la figura 2. Más del 58% de las entradas son estructuras
moleculares ramificadas que son prácticamente imposibles de sintetizar usando los métodos de síntesis química de
hoy día. La figura 3 es un histograma que representa la distribución, en porcentajes, del número de residuos de azúcar
presentes en los hidratos de carbono complejos encontrados en la base de datos CarbBank. Aunque el 44% de todos
los hidratos de carbono complejos en la base de datos tienen 6 o más residuos, no se ha practicado extensivamente la
síntesis química o enzimática de los hidratos de carbono complejos de este tipo, en particular no en el contexto de una
biblioteca. Además se agravan las dificultades cuando se desea construir una biblioteca combinatoria de entidades de
este tipo, necesitando la síntesis paralela de una multitud de hidratos de carbono complejos. Como tal, es de un reto
primordial usar los métodos de síntesis química de hoy día para sintetizar las series combinatorias de entidades de
hidratos de carbono complejos direccionables.

Liang et al, “Parallel Synthesis and Screening of a Solid Phase Carbohydrate Library”, Science (1996), vol. 2745,
pág. 1520-1522, describe una biblioteca de hidratos de carbono en fase sólida sintetizada y seleccionada frente a lectina
de Bauhinia purpurea. La biblioteca, que contiene aproximadamente 1300 di y trisacáridos, se sintetizó con codifica-
ción química en resina TentaGel, de tal modo que cada perla contenía un único hidrato de carbono. Se han identificado
dos ligandos que se unen de manera más ajustada a la lectina que Gal-β-1,3-GalNAc (el ligando conocido). Puede
usarse la estrategia explicada para identificar los ligandos basados en hidratos de carbono para cualquier receptor;
sin embargo, debido a que las perlas derivatizadas imitan la presentación polivalente de los hidratos de carbono de la
superficie celular, la selección puede mostrarse especialmente valiosa para el descubrimiento de nuevos compuestos
que se unen a proteínas que participan en la adhesión celular.

Schuster et al, “Solid-Phase Chemical-Enzymatic Synthesis of Glycopeptides and Oligosaccharides”, J. Am.
Chem. Soc. (1994) vol. 116, pág. 1135-1136, describe un sistema en fase sólida que soporta tanto la síntesis quí-
mica de péptidos como el alargamiento de la cadena de azúcar catalizado por la glicosiltransferasa y que permite
la síntesis rápida y la liberación controlada de glicopéptidos. Las reacciones de glicosilación se realizan con buenos
rendimientos. El sistema también debe permitir la síntesis de oligosacáridos a medida que el resto peptídico puede
retirarse enzimáticamente usando las endoglicosidasas.

El documento US-A-5.763.263 se refiere a un método y a un aparato para producir bibliotecas combinatorias de
posiciones direccionables de oligómeros de secuencia diferente o compuestos de moléculas pequeñas de sustituyentes
diferentes. El método emplea síntesis paralela masiva mediante la adición de subunidades o la adición de sustituyen-
tes por etapas en una serie densa de tubos capilares. Las bibliotecas permiten la selección con alto rendimiento de
compuestos de la biblioteca o bien en fase sólida o bien en fase de disolución, y la identificación relacionada con la
posición de compuestos activos de la biblioteca.

El documento WO 95/03315 describe una biblioteca que comprende al menos seis moléculas diferentes que contie-
nen azúcar seleccionadas de (i) hidratos de carbono derivados cada uno de al menos de dos monómeros de sacáridos,
e (ii) glicoconjugados. Una biblioteca de este tipo puede comprender disacáridos o trisacáridos lineales o ramificados.
Puede prepararse a partir de un compuesto que tiene al menos dos grupos OH que están modificados mediante grupos
de bloqueo que pueden retirarse independientemente. Un procedimiento novedoso comprende sintetizar un polisacári-
do de fórmula azúcarn, representando n el número de unidades de mono y/u oligosacárido a partir de las cuales puede
derivarse el polisacárido, comprende las etapas de acoplar azúcar2 con un conjugado de fórmula Q-azúcar1, siendo Q
un material polimérico o lipófilo que puede retirarse, en un disolvente para obtener el conjugado; añadir un no disol-
vente para obtener el conjugado resultante Q-azúcar1-azúcar2; repetir dichas etapas n-2 veces, según sea necesario,
seleccionar el azúcar que va a acoplarse independientemente cada vez; y retirar Q del conjugado acoplado resultante.
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El documento WO 96/36627 se refiere al campo de la química combinatoria de hidratos de carbono e implica la
modificación de moléculas orgánicas y/o síntesis de un gran número de productos que comprenden hidratos de carbono
y/o entidades glicomiméticas. Más específicamente, la presente invención se refiere a glicósidos de carbón activado
útiles para la modificación de moléculas orgánicas mediante la incorporación de unidades de hidratos de carbono,
proporcionando la síntesis de un gran número de productos que tienen características químicas novedosas. Además,
la presente invención se refiere a métodos para la generación de compuestos químicos que comprenden glicósidos
de carbono. Los métodos se describen para proporcionar series de moléculas grandes y para identificar especies que
actúan como agonistas o antagonistas de diversas actividades biológicas, químicas y otras.

Wang y Hindsgaul GLYCOIMMUNOLOGY (1998) páginas 219-236; citadas en International Preliminary Exa-
mination Report describe la química combinatoria de hidratos de carbono.

Yamada et al CARBOHYDRATE RESEARCH (1997) vol. 305, nº 3-4, páginas 443-461, se refiere a soportes
poliméricos de alto rendimiento para la síntesis asistida con enzimas de glicoconjugados.

Por tanto, existe una necesidad ampliamente reconocida de, y sería altamente ventajoso tener, métodos para sinteti-
zar y seleccionar bibliotecas combinatorias de hidratos de carbono complejos de diversidad y complejidad estructural
sustancial.

La biblioteca combinatoria de hidratos de carbono direccionable producida enzimáticamente in situ se define en
la reivindicación 1, el método de producción de una biblioteca combinatoria de hidratos de carbono direccionable se
define en la reivindicación 27, un método de identificación de un hidrato de carbono se define en la reivindicación 29,
el método de identificación de glicomarcadores se define en la reivindicación 32.

Según un aspecto de la presente invención se proporciona una biblioteca combinatoria de hidratos de carbono que
comprende una pluralidad de estructuras de hidratos de carbono complejos direccionables.

Según otro aspecto de la presente invención se proporciona un método de producción de una biblioteca combina-
toria de hidratos de carbono direccionable, comprendiendo el método las etapas de (a) proporcionar un soporte único
sólido plano que tiene una pluralidad de posiciones; y (b) sintetizar enzimáticamente una pluralidad de estructuras
de hidratos de carbono, uniéndose cada una de la pluralidad de estructuras de hidratos de carbono al menos a una
posición dirigida de la pluralidad de posiciones, produciéndose así la biblioteca combinatoria de hidratos de carbono
direccionable.

Según las características adicionales en las realizaciones preferidas de la invención que se describen a continuación,
cada una de las estructuras de hidratos de carbono complejos direccionables se une a un soporte único sólido plano.

Según las características aún adicionales en las realizaciones preferidas descritas, la unión de cada una de las
estructuras de hidratos de carbono direccionables al soporte único sólido plano se efectúa mediante un ligador.

Según las características aún adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el ligador incluye al menos dos
enlaces covalentes contiguos.

Según las características aún adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el ligador se selecciona del grupo
que consiste en un aminoácido, un péptido, una proteína no glicosilada, un lípido, una ceramida, dolicol fosfato, una
ciclodextrina, un oligosacárido, un monosacárido, una cadena alquílica y un ácido nucleico.

Según las características aún adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el ligador es de una longitud de
al menos 20 Angstrom.

Según las características aún adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el soporte sólido se selecciona
del grupo que consiste en una plataforma plana direccionable.

Según las características aún adicionales en las realizaciones preferidas descritas, la plataforma plana se selecciona
del grupo que consiste en una placa de microtitulación, una membrana y una chip.

Según las características aún adicionales en las realizaciones preferidas descritas, la placa de microtitulación es una
serie de cámaras de reacción cerradas microfabricadas direccionables, complementadas con sistemas de microfluido.
Las cámaras de reacción son preferiblemente de una densidad de 4-25 por cm cuadrado, teniendo cada una un volumen
de 50-1000 nanolitros.

Según las características aún adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el soporte sólido es un chip y en
la que además se disponen diferentes estructuras de hidratos de carbono de la pluralidad de estructuras de hidratos de
carbono direccionables en pequeñas extensiones espaciadas en no más de 2,25 mm centro a centro.

Según las características aún adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el soporte único sólido plano
es de una sustancia seleccionada del grupo que consiste en poliestireno reticulado con divinilbenceno, copolímero de

12



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 277 588 T3

bloque de polietilenglicol - poliestireno, poliamidas, poliacrilamidas, polimetacrilamida, sílice, vidrio, cuarzo, plástico
y celulosa.

Según las características aún adicionales en las realizaciones preferidas descritas, al menos una de la pluralidad de
estructuras de hidratos de carbono direccionables incluye al menos dos unidades de sacáridos contiguos de una única
especie.

Según las características aún adicionales en las realizaciones preferidas descritas, al menos una de la pluralidad de
estructuras de hidratos de carbono direccionables incluye al menos una ramificación.

Según las características aún adicionales en las realizaciones preferidas descritas, al menos una de las al menos
una ramificación se forma de un centro idéntico y unidades de sacáridos de ramificación.

Según las características aún adicionales en las realizaciones preferidas descritas, al menos una de la pluralidad de
estructuras de hidratos de carbono direccionables incluye al menos 5 unidades de sacáridos.

Según las características aún adicionales en las realizaciones preferidas descritas, la pluralidad de estructuras de
hidratos de carbono direccionables es una representación que incluye hidratos de carbono no naturales.

Según las características aún adicionales en las realizaciones preferidas descritas, la pluralidad de estructuras de
hidratos de carbono direccionables es una representación que incluye hidratos de carbono naturales.

Según las características aún adicionales en las realizaciones preferidas descritas, los hidratos de carbono naturales
se derivan de una fuente humana.

Según las características aún adicionales en las realizaciones preferidas descritas, la fuente humana se selecciona
del grupo que consiste en un tejido, células y fluidos corporales.

Según las características aún adicionales en las realizaciones preferidas descritas, la pluralidad de estructuras de
hidratos de carbono direccionables es una representación de dominios de al menos un hidrato de carbono natural.

Según todavía otro aspecto de la presente invención, se proporciona un método de identificación de un hidrato de
carbono que puede unirse a una entidad, comprendiendo el método las etapas de (a) producir una biblioteca combi-
natoria de hidratos de carbono complejos direccionable (i) proporcionando un soporte único sólido plano que tiene
una pluralidad de posiciones; y (ii) sintetizar enzimáticamente una pluralidad de estructuras de hidratos de carbono,
uniéndose cada una de la pluralidad de estructuras de hidratos de carbono a al menos una posición direccionable de
la pluralidad de posiciones, produciéndose así la biblioteca combinatoria de hidratos de carbono direccionable; y (b)
seleccionar la biblioteca combinatoria de hidratos de carbono direccionable con la entidad para identificar al hidrato
de carbono que puede unirse a la entidad.

Según características adicionales en las realizaciones preferidas de la invención que se describen a continuación,
la entidad es un candidato para obtener un material biológicamente activo, el método sirve para identificar un hidrato
de carbono que es una diana para el candidato para obtener un material biológicamente activo.

Según las características aún adicionales en las realizaciones preferidas descritas, la entidad es un ligando conocido
por unirse a un hidrato de carbono natural específico y además en las que la biblioteca combinatoria de hidratos de
carbono direccionable es una representación de dominios del hidrato de carbono natural específico, el método sirve
para identificar un dominio específico de los dominios que se une al ligando.

Según las características aún adicionales en las realizaciones preferidas descritas, la entidad es un posible fármaco.

Según aún otro aspecto de la presente invención, se proporciona un método de diagnosticar un trastorno caracteri-
zado por una estructura de hidratos de carbono propios o no propios y obtener anticuerpos frente a eso, comprendiendo
el método las etapas de (a) producir una biblioteca combinatoria de hidratos de carbono direccionable que representa
los hidratos de carbono propios o no propios (i) proporcionando un soporte único sólido plano que tiene una pluralidad
de posiciones; y (ii) sintetizando enzimáticamente una pluralidad de estructuras de hidratos de carbono, uniéndose ca-
da una de la pluralidad de estructuras de hidratos de carbono a al menos una posición direccionable de las posiciones
direccionables, produciéndose así la biblioteca combinatoria de hidratos de carbono direccionable; y (b) hacer reac-
cionar la biblioteca combinatoria de hidratos de carbono direccionable con anticuerpos derivados de un paciente que
se sospecha que tiene el trastorno para generar así un patrón de las posiciones a las que se unen los anticuerpos, de
tal modo que comparando el patrón con un patrón conocido que caracteriza a un individuo sano, puede obtenerse un
diagnóstico del trastorno.

La presente invención dirige satisfactoriamente los defectos de las configuraciones actualmente conocidas propor-
cionando bibliotecas combinatorias de hidratos de carbono complejos y métodos para su fabricación y selección.
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Breve descripción de los dibujos

La invención descrita en el presente documento, sólo a modo de ejemplo, con referencia a los dibujos adjuntos, en
los que:

La figura 1 es una fórmula de un hidrato de carbono complejo de 14 unidades de monosacárido de cinco tipos
diferentes con tres puntos de ramificación. Esta complejidad, que puede efectuarse mediante el método de la presente
invención, no puede efectuarse mediante ninguno de los métodos de síntesis química o enzimática actualmente cono-
cidos en la técnica. Esta figura muestra los tipos de monosacárido por el nombre, los anómeros (centros reactivos) y
tipos de enlace, así como los puntos de ramificación.

La figura 2 representa un estudio estadístico sobre la aparición de ramificaciones en los registros de hidratos de
carbono complejos de la base de datos CCSD. La base de datos CCSD incluye 48.956 registros que se derivaron de
artículos publicados y se recopilaron por el Proyecto de la Universidad de Georgia del CCRC, Centro de Investigación
de Hidratos de Carbono Complejos. Cada sector del gráfico de sectores mostrado representa, en porcentaje, el número
de ramificaciones (0-26) que aparecen en los hidratos de carbono complejos de la base de datos. Se realizó un análisis
estadístico usando CarbBank 3.2.009.

La figura 3 es un histograma que representa la distribución, en porcentajes, del número de residuos de azúcar
presentes en los hidratos de carbono complejos encontrados en la base de datos CarbBank. Aunque el 44% de todos
los hidratos de carbono complejos en la base de datos tienen 6 o más residuos, no se ha practicado extensamente la
síntesis química o enzimática de hidratos de carbono complejos de este tipo, en particular no en el contexto de una
biblioteca.

La figura 4 es una tabla que representa la síntesis enzimática por etapas de la estructura de hidrato de carbono
complejo de la figura 1. En cada etapa, se enumera la reacción enzimática (RE) (véase la tabla 7 para detalles) y se
marca la unidad de monosacárido añadida mediante un fondo gris. “S” representa el soporte sólido sobre el cual se
inmoviliza el hidrato de carbono complejo y se produce la reacción de síntesis.

La figura 5 representa la inmovilización covalente de GlcNAc a Covalink NH activado con cloruro cianúrico,
inmovilización que constituye una primera etapa en la síntesis de una biblioteca de hidratos de carbono complejos
según las enseñanzas de la presente invención.

La figura 6 representa la inmovilización covalente de GlcNAc a Covalink NH activado con NHS/EDC, inmovili-
zación que constituye una primera etapa en la síntesis de una biblioteca de hidratos de carbono complejos según las
enseñanzas de la presente invención.

La figura 7a es un gráfico que representa la unión de WGA a PNP-GlcNAc acoplado a placas de Covalink NH en
presencia o ausencia de activación con cloruro cianúrico; la unión se visualizó por medio de una peroxidasa conjugada
a WGA tal como se describe adicionalmente en la sección de ejemplos.

La figura 7b es un gráfico que representa el efecto de diversos métodos de bloqueo sobre la unión de WGA a
GlcNAc-COOH acoplado a placas de Covalink NH; la unión se visualizó por medio de una peroxidasa conjugada a
WGA tal como se describe adicionalmente en la sección de ejemplos.

La figura 7c es un gráfico que representa la unión de WGA a GlcNAc acoplado a Covalink NH activado con
cloruro cianúrico; la unión se visualizó por medio de FITC conjugado a WGA tal como se describe adicionalmente en
la sección de ejemplos.

La figura 8a es un gráfico que representa la unión de WGA a BSA-GlcNAc que recubre las placas Maxisorb; la
unión se visualizó por medio de una peroxidasa conjugada a WGA tal como se describe adicionalmente en la sección
de ejemplos.

La figura 8b es un gráfico que representa la unión descrita en la figura 8a como una función del número de etapas
de lavado empleadas.

La figura 8c es un gráfico que representa la transferencia de β-D-galactosa a fenil-β-D-G1cNAc inmovilizado en
placa (ligador de 22 átomos) tal como se verifica usando la unión de lectina ECorA.

La figura 9 representa las etapas enzimáticas requeridas para la síntesis de una biblioteca que consiste en las
estructuras descritas en la tabla 17 inmovilizadas en una placa, que explica resumidamente la organización de la placa
de microtitulación, las reacciones enzimáticas realizadas en cada etapa y los ensayos de unión a lectinas/anticuerpos.

La figura 10a es un gráfico que representa la unión de RCA120 tras la incubación con la mezcla de reacción de
αβ1,4-galactosiltransferasa (D7) (línea continua) o tras una reacción control (línea discontinua).

La figura 10b es un gráfico que representa la unión a BS-1 tras la incubación con una mezcla de reacción de α1,3-
galactosiltransferasa (D3) (línea continua) o tras una reacción control (línea discontinua).
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La figura 10c es un gráfico que representa la unión a TGP tras la incubación con una mezcla de reacción de α1,3-
fucosiltransferasa VI (B2) (línea continua) o tras una reacción control (línea discontinua).

La figura 10d es un gráfico que representa la unión a TML tras la incubación con una mezcla de reacción de α2,6-
sialiltransferasa (A2) (línea continua) o tras una reacción control (línea discontinua).

La figura 10e es un gráfico que representa la unión a TML tras la incubación con una mezcla de reacción de α2,3-
sialiltransferasa (A3) (línea continua) o tras una reacción control (línea discontinua).

La figura 10f es un gráfico que representa la unión a anti-IgM de ratón sialil-Lewis X tras la incubación con la
mezcla de reacción de fucosiltransferasa VI (B2) (línea continua) o tras una reacción control (línea discontinua).

La figura 11 representa las reacciones enzimáticas realizadas en cada etapa de una síntesis de una biblioteca (de-
nominada como biblioteca 2) y los ensayos de unión a lectinas que se usaron para verificar la eficacia de las diversas
etapas enzimáticas.

La figura 12 es un gráfico que representa la unión de RCA120 a BSA-GlcNAc unido a placas Maxisorb en diversos
puntos de tiempo tras la incubación con una mezcla de reacción de β1,4-galactosiltransferasa (D7).

Descripción de las realizaciones preferidas

La presente invención se refiere a bibliotecas combinatorias de hidratos de carbono complejos y a los métodos para
la síntesis de las mismas, que pueden usarse para (i) identificar fármacos de hidratos de carbono complejos; (ii) identi-
ficar proteínas o receptores asociados a hidratos de carbono complejos como posibles nuevas dianas relacionadas con
los hidratos de carbono para farmacoterapia; (iii) identificar hidratos de carbono complejos biológicamente activos;
(iv) identificar elementos de hidratos de carbono estructurales complejos específicos como posibles nuevas dianas para
farmacoterapia; (v) identificar los sitios activos de estructuras conocidas de hidratos de carbono complejos; (vi) iden-
tificar nuevos glicomarcadores en estructuras de hidratos de carbono complejos; (vii) detectar anticuerpos formados
frente a un glicomarcador relacionado con cáncer o glicoantígenos relacionados con otra enfermedad.

Los principios y funcionamiento de las bibliotecas combinatorias de hidratos de carbono complejos y los métodos
para la síntesis de las mismas según la presente invención pueden entenderse mejor con referencia a los dibujos y
descripciones adjuntos.

Antes de explicar al menos una realización de la invención en detalle, debe entenderse que la invención no se
limita en su aplicación para los detalles de construcción y la disposición de los componentes expuestos en la siguiente
descripción o ilustrados en los dibujos. La invención puede dar otras realizaciones o puede practicarse o llevarse a cabo
de diferentes maneras. También, debe entenderse que la fraseología y terminología empleada en el presente documento
es con el fin de describir y no debe considerarse como limitante.

Enzimas para la síntesis de bibliotecas de hidratos de carbono complejos

La síntesis enzimática de bibliotecas combinatorias de hidratos de carbono complejos según la presente invención
se efectúa mediante glicotransferasas, glicosidasas y transglicosidasas. Estas enzimas pueden obtenerse de diferentes
fuentes usando diferentes estrategias tal como se describe en el presente documento a continuación.

Enzimas derivadas de fuentes naturales: Hasta la fecha, se han caracterizado extensamente más de doscientas
clases diferentes de glicosiltransferasas, transglicosidasas y glicosidasas activas en un gran número de sustratos y
donadores. Estas enzimas se encuentran en células de mamíferos, células vegetales, células de invertebrados y micro-
organismos (por ejemplo, véase Palcic, 1994 y Nilsson, 1996 que se incorporan como referencia tal como se expone
en su totalidad en el presente documento).

Enzimas recombinantes: Se han clonado las secuencias codificantes de muchas glicosiltransferasas y transglicosi-
dasas, y se han caracterizado así la especificidad para el sustrato aceptor de cada una de las enzimas recombinantes
codificadas. La tabla 5 de a continuación enumera algunas de las glicosiltransferasas clonadas y sus respectivas es-
pecificidades para el sustrato aceptor. Las enzimas para las que se han clonado las secuencias codificantes pueden
producirse en cantidades suficientes usando técnicas de ADN recombinante habituales. Puesto que la mayoría de estas
enzimas requieren modificaciones postraduccionales para la funcionalidad, se efectúa preferiblemente la expresión
en cultivos de células de insecto (Toki, 1997; Tan, 1995). Además, en el caso de enzimas solubles para las que se
han caracterizado el (los) dominio(s) catalítico(s), puede efectuarse la expresión sólo para la secuencia del dominio,
siempre que conserve la actividad catalítica y la especificidad para el sustrato de la holoenzima (Vries, 1997). Otros
posibles sistemas de expresión para glicosiltransferasas solubles también incluyen la secreción de cultivos tisulares de
mamíferos (véase por ejemplo el documento U.S. 5.032.519, que se incorpora como referencia tal como se expone en
su totalidad en el presente documento).
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TABLA 5
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Métodos para identificar y clonar nuevas enzimas: Además de la glicosiltransferasa natural y recombinante ac-
tualmente disponible, puede realizarse la identificación y aislamiento de glicosiltransferasas novedosas. Las glicosil-
transferasas que son útiles para la síntesis de una biblioteca de hidratos de carbono complejos, pueden identificarse y
aislarse de tipo celulares que tienen las estructuras de hidratos de carbono complejos sintetizados normalmente me-
diante estas glicosiltransferasas deseadas. Se conocen bien en la técnica las técnicas de cromatografía de afinidad con
un aceptor inmovilizado como ligando, y permiten una separación sencilla de una etapa, de una glicosiltransferasa de-
seada (véase la patente de los EE.UU. A-5.288.637) Una vez se ha identificado y aislado una glicosiltransferasa, puede
secuenciarse parcialmente y clonarse el gen que codifica a la misma. Las tecnologías para la clonación de los genes de
las glicosiltransferasas están bien establecidos, y se resumen en la técnica anterior muchos ejemplos y estrategias para
clonar genes de glicosiltransferasas (véase, por ejemplo, Schachter, 1994 y WO 95/02683).

Otra posible fuente para las secuencias de glicosiltransferasas novedosas reside dentro de la base de datos de ADN
y proteínas. Con la rápida acumulación de nuevos datos de secuencia de ADN y proteínas, pueden usarse técnicas de
alineación de secuencias para la identificación de nuevas glicosiltransferasas. Por ejemplo, se identificaron 110 genes
y ADNc distintos de animales, levaduras, plantas y bacterias, cuyos productos de proteínas contienen la “secuencia
señal” característica de la superfamilia del gen de la glicosiltransferasa UDP (Mackenzie, 1997). Usando estos motivos
o secuencias señales, un experto en la técnica puede seleccionar bases de datos relevantes para las glicosiltransferasas
novedosas. Por ejemplo, tres genes de arabinosiltransferasa nuevos se identificaron en el genoma completamente
secuenciado de Mycobacterium tuberculosis por medio de la comparación de la homología de secuencia con los genes
de arabinosiltransferasa de Mycobacterium smegmatis (Cole, 1998).

Utilización de enzimas modificadas mediante evolución directa: Las enzimas con afinidades modificadas o especi-
ficidades para el aceptor o donador del sustrato alteradas, también pueden emplearse en la síntesis de ciertos hidratos
de carbono complejos. Por ejemplo, la síntesis de estructuras de hidratos de carbono complejos compuestas de unida-
des de monosacáridos de repetición idénticas conectadas en la misma orientación regioespecífica, tal como, D-man-
α(1,2)-D-man-α(1,2)-D-man-α(1,2)-R, requiere el uso de una α-1,2-manosiltransferasa con una especificidad para el
aceptor para α-1,2-manosa. Empleando la enzima nativa en presencia de GDP-manosa y el aceptor D-man-α(1,2)-R
inmovilizado sobre un soporte sólido, daría como resultado una reacción de polimerización no controlada que crearía
cadenas poliméricas largas de oligo-manosa, [D-man-α(1,2)]n-R. Con el fin de sintetizar una oligo-manosa con un nú-
mero definido de unidades de manosa (tres en el ejemplo anterior), se requiere un procedimiento por etapas controlado.
La capacidad de controlar la polimerización no deseada puede conseguirse usando un donador glicosílico modificado,
y una única glicosiltransferasa con una especificidad para el donador modificada. Una enzima modificada de este tipo,
se emplearía para la adición de una GDP-man modificada para al aceptor inmovilizado D-manα(1,2)-R. La modifica-
ción del resto manosídico de la GDP-Man evitará, entonces, la adición del siguiente resto de manosa, puesto que el
aceptor para esta manosiltransferasa es D-man-α(1,2)-R y no D-(man modificada)-α(1,2)-D-man-α(1,2)-R. Tras esta
reacción, se elimina mediante lavado cualquier exceso del donador modificado y la enzima, y se retira el grupo de
modificación, permitiendo así la repetición posterior de la misma etapa enzimática. Este procedimiento controlado se
continúa hasta que se une el número de moléculas de manosa deseado en el hidrato de carbono recientemente formado.
Para este efecto, el grupo de modificación puede ser un residuo químico unido al donador en cualquier posición, pero
no en la posición 1. Entonces, este grupo de modificación puede retirarse selectivamente mediante una reacción o bien
enzimática o bien química, de tal modo que se retira el grupo de modificación sin imponer daños a la molécula de
hidrato de carbono complejo.

La tabla 6 de a continuación enumera algunos de los grupos de modificación de sacáridos actualmente disponibles,
clasificados mediante sus métodos de eliminación (Kunz, 1997, que se incorpora como referencia tal como se expone
en su totalidad en el presente documento, y las referencias citadas en éste). También pueden usarse monosacáridos adi-
cionales como grupos de modificación y como tal, puede efectuarse la eliminación de los mismos usando glicosidasas
específicas que no afectarán a la estructura de hidratos de carbono complejos existente (Peieto, 1995).
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TABLA 6

Por tanto, las enzimas que tienen especificidades para el aceptor y/o donador modificadas pueden prepararse usando
el enfoque de evolución directa. Con los progresos recientes en el campo de la ingeniería de proteínas, se describieron
muchos ejemplos de enzimas con especificidad modificada mediante ingeniería obtenidos por medio de la evolución
directa (para revisar este campo véase: Kuchner, 1997; Harris, 1998, que se incorporan en el presente documento como
referencia). Una evolución directa de una especificidad enzimática se consigue mediante la generación secuencial
aleatoria de la mutagénesis dirigida por la región o dirigida por el sitio del gen o de los genes que codifican para
la enzima, seguida por la selección o detección de clones que muestran la actividad y especificidad deseadas. Por
ejemplo, Moore y los colaboradores realizaron siete ciclos de barajado de ADN (DNA shuffling) para cambiar la
especificidad para el sustrato de paranitrobencil-esterasa para un sustrato antibiótico novedoso (Moore, 1996). Zhang
y los colaboradores realizaron la evolución directa de una fucosidasa a partir de la galactosidasa mediante el barajado
de ADN (Zhang, 1997). Shan y los colaboradores modificaron mediante ingeniería una especificidad para nucleótidos
no naturales para la (virus del sarcoma de rous)-tirosina cinasa (Shan, 1997). Paulson y los colaboradores realizaron
la mutación del motivo sialílico de la sialiltransferasa que altera la cinética de los sustratos donador y aceptor (Datta,
1998).
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Síntesis enzimática direccionable paralela de bibliotecas combinatorias de hidratos de carbono complejos

Las siguientes secciones detallan una preparación enzimática paso a paso de una biblioteca combinatoria de hidra-
tos de carbono complejos según con las enseñanzas de la presente invención.

Diseño de una biblioteca combinatoria enzimática de hidratos de carbono complejos

El diseño de una biblioteca combinatoria enzimática de hidratos de carbono complejos incluye, según la presente
invención, determinar los constituyentes de hidratos de carbono complejos incluidos dentro de una biblioteca especí-
fica según una aplicación prevista de la misma.

La determinación de los elementos de hidratos de carbono complejos incluidos dentro de un

Por ejemplo, con el fin de utilizar una biblioteca combinatoria enzimática de hidratos de carbono complejos de la
presente invención para identificar los hidratos de carbono funcionales como dianas farmacológicas, los elementos de
hidratos de carbono complejos de la biblioteca son preferiblemente productos modificados o derivados de los hidratos
de carbono complejos presentes en células humanas. La selección de una biblioteca de este tipo frente a otras moléculas
derivadas de otras fuentes, tales como células humanas específicas o patógenos de las mismas, permite la identificación
de hidratos de carbono complejos novedosos que actúan como receptores para estas moléculas, actuando in vivo como
receptores de patógenos, o implicados en procesos de reconocimiento célula a célula.

Similarmente, con el fin de utilizar una biblioteca combinatoria enzimática de hidratos de carbono complejos de
la presente invención para identificar los posibles fármacos, preferiblemente se sintetizan los elementos de hidratos de
carbono complejos de la biblioteca similares o idénticos a los hidratos de carbono complejos naturales presentes en
células humanas. La selección de una biblioteca de este tipo con candidatos a fármacos derivados de diversas fuentes
sintéticas y naturales, permite la identificación de candidatos a fármacos que se unen a una o más de las estructuras de
hidratos de carbono complejos de la biblioteca.

Otra biblioteca específica según la presente invención contiene hidratos de carbono complejos dedicados para la
identificación de candidatos a fármacos novedosos. En este caso, se genera una biblioteca de diversidad de hidratos
de carbono complejos maximizada, que representa entre otras, las estructuras de hidratos de carbono complejos no
encontradas en la naturaleza. Después, se selecciona una biblioteca de este tipo para la posible unión de patógenos
o moléculas derivadas de patógenos. Alternativamente, después se selecciona una biblioteca para la posible unión de
moléculas que ocasionan otras enfermedades.

Para identificar los dominios de sitio activo dentro de un hidrato de carbono complejo conocido, se prepara una
biblioteca según la presente invención que representa todos los posibles dominios del hidrato de carbono complejo. La
selección de esta biblioteca para obtener la unión o bioactividad, permite identificar los dominios de sitio activo del
hidrato de carbono complejo conocido.

Para detectar anticuerpos generados frente a, por ejemplo, glucoepítopos (marcadores) relacionados con cáncer,
glucomarcadores relacionados con transplantes de órganos, u otros glucomarcadores en suero sanguíneo, se prepara
y selecciona una biblioteca de hidratos de carbono complejos de combinaciones específicas de glucomarcadores. Por
ejemplo, una biblioteca específica puede representar los glucomarcadores de varios estados de cáncer. Esta biblioteca
se selecciona después frente a anticuerpos derivados de suero humano para identificar la presencia de anticuerpos
frente a uno o más de estos glicomarcadores.

Para delimitar los glicomarcadores relacionados con, por ejemplo, cáncer o transplantes de órganos, se prepara y
selecciona una biblioteca de hidratos de carbono complejos de combinaciones específicas de elementos de hidratos de
carbono que son variaciones estructurales de los glicomarcadores normalmente asociados con tales estados.

Se prevén otras bibliotecas combinatorias enzimáticas de hidratos de carbono complejos, dedicadas a otras aplica-
ciones y están dentro del alcance amplio de la presente invención tal como se reivindica.

Construcción de módulos enzimáticos (ME): La construcción de módulos enzimáticos incluye la evaluación de las
reacciones enzimáticas requeridas (RE), aceptores y donadores glicosílicos y enzimas que se requieren para la síntesis
de cada hidrato de carbono complejo de una biblioteca. La construcción de ME incluye además la optimización y el
desarrollo del proceso de las ER con consideraciones con respecto al tiempo de reacción, temperatura y concentracio-
nes de reactivos. La construcción de ME incluye además, determinar el orden específico en el que deben utilizarse las
RE para obtener cada ME.

Para permitir las reacciones de síntesis empleadas, se determina una secuencia específica de reacciones enzimá-
ticas (RE) para cada constituyente de hidrato de carbono complejo de una biblioteca dada. Para hidratos de carbono
complejos que tienen una estructura lineal no ramificada, la secuencia de RE sigue la de la secuencia de monosacárido
de estructuras lineales no ramificadas de este tipo, en un modo por etapas. Para los hidratos de carbono complejos que
tienen estructura(s) ramificada(s) y/o unidades de monosacárido repetitivas dispuestas en una disposición lineal, debe
diseñarse un procesos de síntesis única empleando los ME únicos.
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El siguiente ejemplo proporciona el fundamento para seleccionar las RE particulares para proporcionar un ME
adaptado para la síntesis de un hidrato de carbono complejo distinto. La estructura final de hidratos de carbono
complejos se describe en la figura 1 y el procedimiento de diseño se describe mediante la figura 4 y la tabla 7.
Un ME de este tipo se diseña, según la presente invención, para cada hidrato de carbono complejo presente en una
biblioteca dada. Tal como se detalla adicionalmente más adelante en el presente documento, se considera la efica-
cia cuando se afectan prácticamente cada uno de los ME mientras se construye una biblioteca según la presente
invención.

TABLA 7
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TABLA 7 (continuación)
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La primera etapa en la síntesis del hidrato de carbono complejo mostrada en la figura 1 se efectúa, tal como se
muestra en la figura 4, mediante unión de un primer bloque estructural, GalNAc, sobre un soporte sólido (S) mediante
un ligador apropiado que se describe adicionalmente en la presente memoria a continuación.

La segunda etapa (D5, para detalles véanse la tabla 7 y la figura 4) en la síntesis del hidrato de carbono com-
plejo mostrada en la figura 1, implica la transferencia de Gal desde UDP-Gal hasta GalNAc-S mediante una β(1,3)-
galactosiltransferasa (E.C. 2.4.1.122).

La tercera etapa (H1; para detalles véanse la tabla 7 y la figura 4) en la síntesis del hidrato de carbono complejo
mostrado en la figura 1 implica la utilización de β(1,3)N-acetilglucosaminiltransferasa (E.C. 2.4.1.146) para transferir
un grupo acetilglucosamina desde UDP-GlcNAc hasta Gal-β(1,3)-GalNAc-S.

Luego, se añade una unidad de galactosa al aceptor (véase la figura 4), en vez de una unidad de fucosa debido a
que la especificidad de las enzimas β(1,3)-fucosiltransferasa (E.C. 2.4.1.152) para el aceptor Gal-β(1,4)-GlcNAc-R en
vez de para el GlcNac desnudo.

Por tanto, en la cuarta etapa (D7, para detalles véanse la tabla 7 y la figura 4) en la síntesis del hidrato de carbono
complejo mostrada en la figura 1, se añade galactosa a GlcNAc-R usando la enzima β(1,4)galactosiltransferasa (E.C.
2.4.1.38).

Tras la cuarta etapa de síntesis descrita anteriormente, el proceso de síntesis se complica debido a que las unidades
de galactosa se ramifican en dos antenas (ramificaciones). Debido a que la estructura de estas antenas es idéntica en
el punto de ramificación, pero diferente hacia sus extremos no reductores, un proceso de síntesis por etapas idéntico
que forma simultáneamente las partes idénticas de las dos antenas no permitiría la síntesis posterior de un extremo
único reductor para cada una de las antenas. Por tanto, la síntesis de las dos partes únicas de cada una de las antenas
avanza de un modo por etapas independiente. En cualquier caso, en el ejemplo dado, la ramificación β(1,3) ha de
sintetizarse en primer lugar debido a que su antena requiere fucosilación. Si se iniciara el proceso de síntesis con la
otra ramificación, no podría efectuarse la fucosilación directa a la ramificación deseada.

Por tanto, la quinta etapa (H3, para detalles véanse la tabla 7 y la figura 4) en la síntesis del hidrato de carbono com-
plejo mostrada en la figura 1 se efectúa usando β(1,3)N-acetilglucosaminiltransferasa (E.C. 2.4.1.149) para transferir
acetilglucosamina desde UDP-GlcNAc hasta Gal-β(1,4)-GlcNAc-R.

En la sexta etapa (D7, para detalles véanse la tabla 7 y la figura 4) en la síntesis del hidrato de carbono complejo
mostrada en la figura 1, se añade una unidad de galactosa a GlcNAc-R usando una β(1,4)galactosiltransferasa (E.C.
2.4.1.38).

En la séptima etapa (D3, para detalles véanse la tabla 7 y la figura 4) en la síntesis del hidrato de carbono complejo
mostrada en la figura 1, se añade un residuo de galactosa adicional a Gal-α(1,4)-GlcNAc-R usando α(1,3)galactosil-
transferasa (E.C. 2.4.1.151).
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En la octava etapa (H 14, para detalles véanse la tabla 7 y la figura 4) en la síntesis del hidrato de carbono complejo
mostrada en la figura 1, se efectúa la ramificación usando β(1,6)N-acetilglucosaminiltransferasa sobre el sustrato
aceptor Gal[GlcNAc-β(1,3)]β (1,4)-GlcNAc-R.

La novena etapa (B2, para detalles véanse la tabla 7 y la figura 4) en la síntesis de los hidratos de carbono complejos
mostrada en la figura 1 implica dos de los cuatro monómeros de GlcNAc y se efectúa mediante α(1,3)fucosiltransferasa
(E.C. 2.4.1.152) que transfiere fucosa a Gal-β(1,4)-GlcNAc-R.

La décima etapa (D7, para detalles véanse la tabla 7 y la figura 4) en la síntesis del hidrato de carbono complejo
mostrada en la figura 1 efectúa un alargamiento adicional de la segunda antena usando una β(1,4) galactosiltransferasa
(E.C. 2.4.1.38) sobre el sustrato aceptor GlcNAc-R.

En la undécima etapa (A3, para detalles véanse la tabla 7 y la figura 4) en la síntesis del hidrato de carbono
complejo mostrada en la figura 1, se agrega un monómero de ácido siálico a la Gal-β(1,4)GlcNAc-R de la antena en
una orientación α(1,6) usando una α(2,3)sialiltransferasa (E.C. 2.4.99.6).

La duodécima etapa (A6, para detalles véanse la tabla 7 y la figura 4) en la síntesis del hidrato de carbono complejo
mostrada en la figura 1 efectúa un alargamiento adicional de esta antena usando una α(2,8)sialiltransferasa (E.C.
2.4.99.8), añadiendo por tanto otra unidad de NeuAC al aceptor del sustrato NeuAC-α(2,3)-Gal-R.

El alargamiento adicional de esta antena requiere el uso de una (2,8)polisialiltransferasa con especificidad para
el aceptor del sustrato NeuAC-α(2,8)-NeuAC-R. Desafortunadamente, una reacción enzimática con una enzima de
este tipo provocará una polimerización incontrolable de múltiples monómeros de ácido siálico en vez de la adición
requerida de solamente un único monómero de ácido siálico. Conseguir una adición controlable de un único monómero
de ácido siálico en cada etapa de la RE necesita el uso de una enzima con una especificidad para el donador modificada.
Como tal, en lugar de usar CMP-NeuAC como un sustrato donador, esta enzima modificada incorpora un grupo
modificador al extremo glucano. La presencia de este grupo modificador evita la polimerización indeseada de múltiples
monómeros de ácido siálico, debido a que esta enzima no puede agregar ácido siálico al aceptor NeuAC (modificado)-
α(2,8)-NeuAC-R. En la última etapa de esta RE se elimina el grupo modificador.

Por tanto, en la etapa final (A7, para detalles véanse la tabla 7 y la figura 4) en la síntesis del hidrato de carbono
complejo mostrada en la figura I, la enzima modificada α(2,8)polisialiltransferasa se emplea junto con el donador
modificado CMP-NeuAC y el aceptor NeuAC(modificado)-α(2,8)-NeuAC-R, para de ese modo generar el hidrato de
carbono complejo mostrado en la figura 1.

La tabla 8 a continuación resume la síntesis por etapas del hidrato de carbono complejo mostrada en la figura 1, tal
como se resumió en la figura 4.

TABLA 8

La selección de las RE para proporcionar un ME deseado se genera usando un algoritmo informático, teniendo
en cuenta la estructura del hidrato de carbono complejo y las RE disponibles. Un algoritmo de este tipo puede pro-
gramarse fácilmente por un experto en la técnica, basándose en las especificidades donador-aceptor de las diversas
glicosiltransferasas, glicosidasas y transglicosilasas disponibles.

Selección y síntesis automatizada: el ME usado en la construcción de una biblioteca combinatoria de hidratos de
carbono complejos según la presente invención se ejecutan para producir una biblioteca combinatoria de hidratos de
carbono complejos unida a un soporte sólido usando tecnología automatizada. También se ejecuta la selección para
identificar hidratos de carbono complejos bioactivos que reaccionan de manera cruzada con una sonda de interés,
según las realizaciones preferidas de la invención, mediante tecnología automatizada.

Las diferentes características estructurales de cada hidrato de carbono complejo individual de una biblioteca espe-
cífica dictan una multitud de protocolos de síntesis únicos. Como tal, las bibliotecas descritas por la presente invención
se generan preferiblemente mediante un método de síntesis paralelo, en el que se ha considerado, preferiblemente, ga-
rantizar un número mínimo de etapas ejecutadas. Considérese, por ejemplo, un sistema de robótica que permite una
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distribución direccionable paralela de los reactivos desde los recipientes de reactivo. En este caso, un número mínimo
de etapas implica que se detalla cada uno de los recipientes de reactivo un número mínimo de veces. Por tanto, se
ha considerado una secuencia de etapas de síntesis que garantizarán la finalización de la síntesis de la totalidad de
los hidratos de carbono complejos de la biblioteca con un número mínimo de veces que se detalla cada recipiente
de reactivo. Un algoritmo dedicado puede desarrollarse fácilmente por un experto habitual en la técnica para diseñar
el protocolo de síntesis de biblioteca automatizado que cumplirá con los requisitos anteriores. De hecho, ya se ha
desarrollado un algoritmo similar para la síntesis direccionable paralela de oligonucleótidos (Pease, 1994) y péptidos
(Fodor, 1991) en microchips, ambos se incorporan como referencia tal como se expone completamente en el presente
documento).

Las tecnologías que permiten la síntesis direccionable paralela de alto rendimiento automatizada han evolucionado
enormemente en los últimos años. Los sintetizadores automatizados que pueden controlar y realizar muchos protocolos
diferentes de síntesis en fase sólida al mismo tiempo están comúnmente disponibles hoy en día (Rivero, 1997). Estas
tecnologías pueden clasificarse según el tipo de sustrato en fase sólida que se utiliza para la síntesis, los medios de la
introducción y eliminación de los reactivos y el diseño de las cámaras de reacción.

Según la presente invención puede usarse tecnologías que permiten la síntesis paralela en fase sólida de alto ren-
dimiento automatizada. Tales tecnologías incluyen, por ejemplo, (i) sistemas de reactor abierto (por ejemplo, placas
de microtitulación convencionales; (ii) sistemas de reactor cerrado o sistemas de reactor semicerrado (por ejemplo,
laboratorio en un chip); (iii) sistemas de bloque de reacción; (iv) síntesis sobre pernos poliméricos; (v) síntesis sobre
láminas poliméricas; y (vi) síntesis sobre un microchip. Para una revisión comprensiva de estas tecnologías y sistemas
véase Cargil, 1997, que se incorpora como referencia tal como se expone completamente en el presente documento.

Soporte en fase sólida: las bibliotecas según la presente invención se sintetizan preferiblemente sobre un soporte
en fase sólida. Como tal, el primer bloque de formación está dotado de un grupo funcional adecuado para unirse a
un soporte de este tipo. Grupos de unión adecuados incluyen hidroxilos, carbonilo, carboxilo, aminas, haluros, tioles,
ésteres, boronatos, siloxilo, aza, oxo, oxireno, o cualquier grupo insaturado.

Varios soportes de matriz sólida son los más adecuados para generar bibliotecas de hidratos de carbono según
la presente invención, tales como, pero sin limitarse a, poliestireno reticulado con divinilbenceno (Merrifield, 1963),
copolímero de bloque de polietilenglicol-poliestireno (PEG-PS, Bayer, 1991), poliamidas (Dryland, 1986), poliacri-
lamida (Ashardy, 1979), polimetacrilamida (Hsiau, 1997) y celulosa (Frank, 1988). Series basadas en silicona micro-
fabricadas producidas mediante técnicas habituales de procesamiento semiconductor (Fodor, 1991; Sosnowski, 1997;
Cheng, 1998, U.S. -A-5.643.738; 5.681.484; y 5.585.069) pueden servir también como soporte en fase sólida.

Unión del primer bloque estructural de sacáridos al soporte en fase sólida: el primer bloque estructural de sacári-
dos se une preferiblemente de manera covalente a la matriz en fase sólida mediante un único átomo (por ejemplo, el
grupo funcional en fase sólida) o un ligador. Las propiedades generales de un ligador incluyen: tener grupos bifuncio-
nales que permiten la unión tanto al soporte sólido como al bloque estructural inicial, y como tal definir una estructura
(Atherton, 1989). Debido a que la accesibilidad de la enzima a los sacáridos inmovilizados es de gran importancia,
la flexibilidad y longitud del ligador son cruciales para un alto rendimiento. Como tal, los ligadores adecuados para
la síntesis según la presente invención pueden incluir, por ejemplo, aminoácidos, péptidos, proteínas no glucosiladas,
lípidos, lípido A, ceramidas, dolicol fosfatos, ciclodextrinas, oligosacáridos, monosacáridos, cadenas alquilo, ácidos
nucleicos, u otras moléculas espaciadoras. Estos ligadores pueden ser escindibles o no escindibles y estar compuestos
de entidades ramificadas, cíclicas, complejas o simples.

Disposición de la biblioteca: la disposición preferida de los constituyentes de la biblioteca según la presente in-
vención está en una serie sintetizada sobre un soporte en fase sólida único plano de diversas formas geométricas y
distribuciones, tales como: series bidimensionales, series multicapas, series tridimensionales (por ejemplo, microtítu-
los apilados).

Alternativamente, los constituyentes de la biblioteca pueden estar unidos a un soporte sólido único plano en cáma-
ras de reacción (abierta o cerrada) y dispuestos sobre un soporte bidimensional o tridimensional. Cualquier disposición
que permita el funcionamiento direccionable automático sencillo de la colección de ME puede usarse según la presen-
te invención. Se presta especial atención a la distribución espacial de los hidratos de carbono de una biblioteca para
garantizar las distancias más cortas entre los hidratos de carbono más similares, de modo que se garantice la efica-
cia del proceso de síntesis automatizado. Los sistemas de microfluído pueden y se emplean preferiblemente (U.S.-A-
5.643.738; 5.681.484; y 5.585.069).

Selección de la biblioteca automatizada: hay numerosas tecnologías y procedimientos de selección empleados en
la actualidad en la técnica que pueden aplicarse para seleccionar las bibliotecas de hidratos de carbono de la presente
invención. Para revisiones véanse Broach, 1996 y Burbaum, 1997.

Como tal, las tecnologías adecuadas para la selección de alto rendimiento de unión o bioactividades puede basarse
en lo siguiente: (i) métodos de detección radioactiva; (ii) métodos de detección de fluorescencia; (iii) métodos de
detección basados en ELISA; y (iv) sistemas de ensayo de base celular por medio de genes indicadores.
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Las sondas radiomarcadas que se unen a hidratos de carbono de una biblioteca dada pueden detectarse, por ejemplo,
mediante un ensayo de centelleo por proximidad (SPA, (Scintillation Proximity Assay) Cook, 1996). Las principales
ventajas del SPA son que (i) no requiere la eliminación de moléculas radiomarcadas libres; y (ii) se automatiza fá-
cilmente. Métodos adicionales, tales como, fluorescencia pueden emplearse también o bien por medio de detección
de fluorescencia directa de una molécula unida marcada de manera fluorescente o, por ejemplo, mediante las tecnolo-
gías de fluorescencia de resolución temporal homogénea (HTRF, (Homogenous Time-Resolved Fluorescence) Mathis,
1995) o del ensayo de polarización de la fluorescencia (PFA, Fluorescence Polarization Assay) (Checovich, 1995). Las
principales ventajas de estas últimas tecnologías recaen en la capacidad para usar protocolos “mezcla y medida” sin
la adición de etapas de complicación adicionales. Además, también pueden emplearse muchas variaciones del método
de detección de ensayos de análisis de inmuno absorción ligado a enzimas (ELISA, Enzyme-Linked Immunosorbent
Assays) según esta invención.

Las capacidades de unión y bioactividad de cada uno de los hidratos de carbono de una biblioteca según la presente
invención pueden evaluarse usando sistemas de ensayo basados en células. Los sistemas de ensayo basados en células
para la selección de alto rendimiento se han estudiado exhaustivamente y se han introducido pautas para seleccionar
sistemas de selección apropiados (Rose, 1996). Los sistemas de ensayo que usan células de insectos y mamíferos, así
como células bacterianas y levadura, se han descrito a fondo (Broach, 1996; Rose, 1996; Suto, 1997).

Uno de los métodos más comunes para detectar interacciones entre las moléculas expresadas en células y ligandos
que pueden unir tales células es emplear un gen indicador. Esto implica juntar los elementos de control transcripcional
de un gen diana con una secuencia de codificación de un gen indicador en un vector e introducir el vector en una
línea celular adecuada con el fin de establecer un sistema de detección que responda a la modulación de la diana,
en este caso mediante un hidrato de carbono derivado de la biblioteca direccionable. Ejemplos comunes de genes
indicadores son enzimas tales como fosfatasa alcalina, cloramfenicol, acetiltransferasa, luciferasas bacterianas y de
luciérnaga, y β-galactosidasa. Pueden detectarse niveles bajos de actividad para estas enzimas usando métodos de
detección colorimétricos, quimioluminiscentes o bioluminiscentes. También pueden emplearse genes indicadores no
enzimáticos tales como proteína fluorescente azul, hacia rojo y verde (Phillips, 1997).

Por tanto, según un aspecto de la presente invención se proporciona una biblioteca combinatoria de hidratos de
carbono. La biblioteca combinatoria de hidratos de carbono según la presente invención incluye una pluralidad de
estructuras de hidratos de carbono direccionables.

Según otro aspecto de la presente invención se proporciona un método para producir una biblioteca de hidratos de
carbono direccionable. El método según este aspecto de la presente invención se efectúa sintetizando enzimáticamente
una pluralidad de estructuras de hidratos de carbono, cada una de las cuales está unida a, al menos, una posición
direccionada de una pluralidad de posiciones de un soporte sólido único plano, dando como resultado una biblioteca
combinatoria de hidratos de carbono direccionable.

Tal como se usa en el presente documento, en la sección de la memoria descriptiva y de las reivindicaciones a
continuación, los términos “direccionable” y “dirigido” se refieren tanto a la posición como a la identidad. Por tanto,
la posición e identidad (composición) de una estructura de hidratos de carbono de una biblioteca según la presente
invención se conocen por anticipado y esa estructura de hidratos de carbono es, por tanto, direccionable. Se entiende
que la frase “una estructura de hidratos de carbono” se refiere a una pluralidad de moléculas de hidratos de carbono
teniendo todas la misma estructura y localizadas en una posición direccionable y específica sobre el soporte sólido
único plano.

Las estructuras de hidratos de carbono direccionables de una biblioteca según la presente invención se unen pre-
feriblemente al soporte sólido por medio de un ligador (espaciador). El ligador según las realizaciones preferidas de
la invención incluye al menos dos enlaces covalentes contiguos y es de una longitud de al menos 20 Ángstrom. Li-
gadores adecuados incluyen, pero no se limitan a, un aminoácido, un péptido, una proteína no glicosilada, un lípido,
una ceramida, dolicol fosfato, una ciclodextrina, un oligosacárido, un monosacárido, una cadena de alquilo, y un ácido
nucleico (por ejemplo, un oligonucleótido).

El soporte sólido único plano sobre el que están unidas las estructuras de hidratos de carbono de una biblioteca
según la presente invención puede incluir una plataforma plana direccionable.

Alternativamente, una placa de microtitulación, una membrana o un chip (por ejemplo, chip de silicona) sirven
como el soporte sólido de plataforma plano según la presente invención.

Según una realización preferida actualmente de la invención, el soporte único sólido plano es un chip y se forman
diferentes estructuras de hidratos de carbono de la pluralidad de estructuras de hidratos de carbono direccionables
en pequeñas extensiones separadas entre sí no más de 2,25 mm (de centro a centro) sobre la superficie del chip,
proporcionando así una densidad de al menos 20 estructuras de hidratos de carbono direccionables diferentes por
centímetro cuadrado.

La sustancia de la que está hecho el soporte sólido puede ser, por ejemplo, poliestireno reticulado con divinilben-
ceno, copolímero de bloque de polietilenglicol-poliestireno, poliamidas, poliacrilamida, polimetacrilamida, celulosa,
vidrio, cuarzo, plástico o sílice.

27



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 277 588 T3

Según una realización preferida de la presente invención, al menos una, preferiblemente al menos tres, más pre-
feriblemente al menos diez, más preferiblemente al menos 100, más preferiblemente al menos 1000 de la pluralidad
de estructuras de hidratos de carbono complejos direccionables de una biblioteca de la presente invención incluye al
menos dos, tres, cuatro o al menos cinco o más unidades de sacáridos contiguas de una única especie. Tal como se
detalló de manera adicional anteriormente en el presente documento y tal como se resolvió, una estructura de este tipo
no es insignificante debido a la polimerización incontrolada.

Según otra realización preferida de la presente invención al menos una, preferiblemente al menos tres, más pre-
feriblemente al menos diez, más preferiblemente al menos 100, más preferiblemente al menos 1000 de la pluralidad
de estructuras de hidratos de carbono complejos direccionables de una biblioteca de la presente invención incluye al
menos una, dos, tres, cuatro o al menos cinco o más ramificaciones.

Según todavía otra realización preferida de la presente invención al menos una, dos, tres o al menos cuatro de
las ramificaciones están formadas de unidades de sacáridos idénticas de núcleo y de ramificaciones. Tal como se
detalló de manera adicional anteriormente en presente documento y se resolvió, una estructura de este tipo no es
insignificante especialmente si las antenas unidas a cada una de las ramificaciones difieren en la composición de
unidades de sacáridos.

Según características aún adicionales en las realizaciones preferidas descritas, al menos una, preferiblemente al
menos tres, más preferiblemente al menos diez, más preferiblemente al menos 100, más preferiblemente al menos
1000, de la pluralidad de estructuras de hidratos de carbono complejos direccionables incluye al menos 4, preferible-
mente al menos 5, más preferiblemente al menos 7, más preferiblemente al menos 9, más preferiblemente al menos
10, más preferiblemente al menos 12, más preferiblemente al menos 15, 20, 25 o al menos 30, más preferiblemente al
menos 50 o más unidades de sacáridos.

Dependiendo de su uso deseado, tal como se detalla de manera adicional a continuación en el presente documento,
la pluralidad de estructuras de hidratos de carbono complejos direccionables de una biblioteca según la presente inven-
ción puede ser una representación que incluye hidratos de carbono complejos naturales o no naturales, por ejemplo,
que se derivan de una fuente humana, tales como tejido, células o fluidos corporales de un ser humano. Alternativa-
mente, la pluralidad de estructuras de hidratos de carbono complejos direccionables puede ser una representación de
dominios (fragmentos) de al menos un hidrato de carbono complejo natural. Una biblioteca de este tipo, tal como se
detalla de manera adicional en el presente documento, puede emplearse para identificar un sitio activo del hidrato de
carbono complejo natural.

Según todavía otro aspecto de la presente invención se proporciona un método para identificar un hidrato de
carbono complejo que puede unirse a una entidad. El método según este aspecto de la presente invención se efectúa
proporcionando una biblioteca combinatoria de hidratos de carbono complejos direccionable según cualquiera de las
realizaciones descritas en el presente documento y seleccionando la biblioteca combinatoria de hidratos de carbono
complejos direccionable con la entidad para identificar el hidrato de carbono complejo que puede unirse a la entidad.

Tal como se muestra a modo de ejemplo de manera adicional a continuación en el presente documento, puede
usarse cualquier entidad para seleccionar una biblioteca combinatoria de hidratos de carbono complejos direccionable
según la presente invención. Por ejemplo, la entidad puede ser un candidato para un material biológicamente activo,
tal como un candidato a fármaco derivado de un origen sintético o natural. En este caso, el método según este aspecto
de la invención sirve para identificar un hidrato de carbono complejo que es una diana para el candidato para el mate-
rial biológicamente activo. Alternativamente, la entidad puede ser un ligando que se sabe que se une a un hidrato de
carbono complejo natural específico. En este caso, la biblioteca combinatoria de hidratos de carbono complejos direc-
cionable puede ser una representación de los dominios del hidrato de carbono complejo natural específico, mientras
que el método sirve en este caso para identificar un dominio específico de los dominios que une el ligando para, así,
identificar el sitio activo del hidrato de carbono complejo natural.

Según todavía otro aspecto la presente invención se proporciona un método de diagnóstico de un trastorno carac-
terizado por estructuras de hidratos de carbono complejos propias y no propias y obtención de anticuerpos frente a
éstas. El método según este aspecto de la presente invención se efectúa proporcionando una biblioteca combinatoria de
hidratos de carbono complejos direccionable que representa los hidratos de carbono complejos propios y no propios
empleando cualquiera de los métodos descritos en el presente documento para sintetizar una biblioteca de este tipo. La
biblioteca combinatoria de hidratos de carbono complejos direccionable se hace reaccionar después con anticuerpos
derivados de un paciente que se sospecha que padece el trastorno para así generar un patrón de las posiciones a las que
se unen los anticuerpos, de modo que comparando ese patrón con un patrón conocido que caracteriza a un individuo
sano, puede obtenerse un diagnóstico del trastorno.

Los trastornos que se sabe que están asociados con la producción o introducción de estructuras de hidratos de car-
bono complejos propios y/o no propios incluyen, pero no se limitan a, oncogenia, metástasis, embarazo, angiopatía,
enfermedad del corazón, enfermedad neurodegenerativa, enfermedad autoinmunitaria y transplante de órganos. Las
enfermedades neurodegenerativas incluyen, pero no se limitan a, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzhei-
mer, enfermedades degenerativas de los núcleos basales, enfermedades de motoneurona, encefalopatía espongiforme
ovina, encefalopatía espongiforme y enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, infertilidad, alergias, embriogenia, apoptosis y
trastornos neurodegenerativos.
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A continuación se resumen algunas estrategias empleadas mientras se seleccionan bibliotecas específicas generadas
por el método según la presente invención.

Por tanto, con el fin de identificar los receptores de hidratos de carbono complejos, asociados a proteínas, lectinas
y/o dianas farmacológicas, se selecciona una serie enzimáticamente combinatoria de hidratos de carbono complejos
compuesta de estructuras de hidratos de carbono complejos conocidas de células humanas o estructuras novedosas de
hidratos de carbono generadas a partir de mapeo de reducción frente a una variedad de sondas marcadas de fuentes
tales como, homogeneizados de tejido humano marcado, receptores marcados, proteínas marcadas codificadas para
colecciones EST, proteínas recombinantes marcadas, bibliotecas de presentación en fago, células marcadas de o bien
tejidos humanos, patógenos o disoluciones que contienen mezclas de moléculas de proteínas marcadas de fuentes de
tejido humano o de células patógenas. El objetivo de tal selección es identificar las moléculas marcadas de las fuentes
mencionadas anteriormente que se unen específicamente a un hidrato de carbono complejo de la biblioteca. Tras el
aislamiento y la caracterización, estas moléculas pueden someterse a prueba adicionalmente como posibles candidatos
para farmacoterapia o dianas para farmacoterapia. Estas estrategias pueden emplearse también para identificar nuevos
receptores, lectinas o cualquier proteína o molécula que se une a constituyentes de hidratos de carbono complejos
específicos de la biblioteca.

Para identificar compuestos líder que se unen a un hidrato de carbono complejo específico, se seleccionan una
biblioteca combinatoria enzimática de hidratos de carbono complejos de estructuras de hidratos de carbono complejos
conocidas de células humanas o estructuras de hidratos de carbono novedosas generadas a partir del mapeo de reduc-
ción de células que se han vuelto patógenas o normales o patógenos frente a un grupo diverso de moléculas marcadas.
El objetivo de esta selección es conseguir un entendimiento más claro de las interacciones específicas entre el hidrato
de carbono complejo encontrado en o sobre estas células y el respectivo ligando de las mismas. Los ligandos carac-
terizados y aislados pueden entonces utilizarse como moduladores de actividades biológicas importantes, tales como
comunicación de célula a célula, reconocimiento celular, desarrollo celular y metástasis de células tumorales.

Para la identificación de hidratos de carbono complejos bioactivos novedosos, una biblioteca de hidratos de carbono
complejos, según la presente invención, está preparada compuesta de una serie diversa de estructuras de hidratos de
carbono complejos, incluyendo estructuras tales que normalmente no se encuentran en la naturaleza. Entonces se
selecciona esta biblioteca de hidratos de carbono complejos frente a sistemas de ensayo basados en células, o frente a
moléculas diana marcadas microbianas o humanas definidas, tales como lectinas o receptores. Tal selección conduce
a la identificación de nuevos candidatos farmacológicos basados en hidratos de carbono complejos. Alternativamente,
tal selección conduce a la identificación de un hidrato de carbono complejo asociado a una enfermedad. Tal hidrato de
carbono complejo asociado a una enfermedad puede usarse para obtener anticuerpos para esto, los anticuerpos pueden
usarse después para identificar y aislar una glicoproteína que alberga el hidrato de carbono asociado a enfermedad,
para así identificar la nueva proteína y genes asociados con esa enfermedad.

Para identificar un sitio activo de un hidrato de carbono complejo novedoso o conocido, se prepara una bibliote-
ca según la presente invención compuesta de todos los fragmentos del dominio posibles de este hidrato de carbono
complejo en particular. Como tal, estos fragmentos del dominio pueden entonces seleccionarse con un receptor mar-
cado que normalmente se une al hidrato de carbono complejo que incluye tales dominios. La especificidad de unión
para cada uno de los fragmentos del dominio puede entonces evaluarse para permitir el aislamiento del fragmento
del dominio de un hidrato de carbono complejo en particular responsable de la actividad de unión, es decir, el sitio
activo. Este objetivo puede realizarse en paralelo para varios de los pares receptor - hidrato de carbono complejo bien
caracterizados.

La presente invención también permite el mapeo de anticuerpos frente a glicomarcadores propios o no propios
encontrados en el suero sanguíneo de un paciente. Como tal, una biblioteca de hidratos de carbono complejos según la
presente invención se sintetiza para incluir una serie diversa de glicomarcadores presentes en el suero sanguíneo de un
paciente. Luego se selecciona esta biblioteca frente a conjuntos marcados de anticuerpos del suero de este paciente y
puede implementarse un perfil de anticuerpos generado resultante como una herramienta anterior al diagnóstico para
el cáncer y compatibilidad en el transplante de órganos.

También pueden usarse series específicas de glicoantígenos para la identificación de nuevos glicomarcadores re-
lacionados con el cáncer, enfermedades cardiovasculares o transplante de órganos. Tales series de glicoantígenos se
seleccionan según la presente invención frente a anticuerpos del suero marcados de una población diversa. El perfil de
anticuerpos de un individuo enfermo puede entonces compararse con el perfil de la población sana. Esta comparación
produce un perfil único de anticuerpos asociados con la respuesta inmunitaria frente a un estado de enfermedad y
como tal, un hidrato de carbono complejo en particular que reacciona con un anticuerpo del perfil único se convierte
en un marcador de diagnóstico para esa enfermedad en particular.

Objetos adicionales, ventajas y características novedosas de la presente invención se harán evidentes para los
expertos habituales en la técnica con la examinación de los siguientes ejemplos, que no pretenden ser limitativos.
Adicionalmente, cada una de las diversas realizaciones y aspectos de la presente invención, tal como se definieron
anteriormente en el presente documento y tal como se reivindican en la sección de las reivindicaciones a continuación,
encuentra apoyo experimental en los siguientes ejemplos.
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Ejemplos

Se hace referencia ahora a los siguientes ejemplos, que junto con las descripciones anteriores, ilustran la invención
de manera no limitativa.

Los siguientes ejemplos detallan la estructura de hidratos de carbono complejos sintetizados usando una colección
de enzimas seleccionadas de manera específica. Generalmente, la nomenclatura usada en el presente documento y los
procedimientos de laboratorio en bioquímica que se describen a continuación son aquellos bien conocidos y empleados
en la técnica. Como tal, se apreciará que los siguientes procedimientos de síntesis podrían realizarse con facilidad por
un experto en la técnica.

En vista de los hallazgos de que los residuos de azúcar de las glucoproteínas desempeñan un papel importante en
el control de la función celular y el reconocimiento celular, la investigación de la función de los hidratos de carbono
en estados patológicos ha llevado a la asignación de algunos hidratos de carbono complejos como marcadores especí-
ficos de tumores (Orntoft, 1995). En casi todos los carcinomas se producen cambios drásticos en la glucosilación de
proteínas (Hakomori, 1989), lo cual refleja regularmente cambios en las rutas de biosíntesis.

Por ejemplo, el bloqueo de las rutas biosintéticas de glicosilación conlleva a una sobre producción de estructuras
que se encuentran típicamente en cantidades pequeñas en células normales. Además, las alteraciones en las rutas de
glicosilación pueden llevar al uso de rutas alternativas, lo que, a su vez, conduce a la formación de nuevas estructuras
de hidratos de carbono complejas que normalmente no están presentes dentro o sobre las células. Tal regulación de
rutas de glicosilación en la célula pueden con frecuencia atribuirse a actividades de la glicosiltransferasa.

Se considera que las estructuras alteradas de hidratos de carbono de glicoproteínas de varios tejidos tumorales, son
la base del comportamiento anómalo de las células tumorales, comportamiento que incluye la metástasis y la invasión
de células tumorales en tejidos sanos (Kobata, 1998).

Los marcadores de tumores son importantes para el diagnóstico y el tratamiento de células malignas. Cualquier epí-
tope específico presentado por las células tumorales, tales como péptidos, glicopéptidos, glicolípidos, o cualesquiera
combinaciones de los mismos, pueden ser marcadores posibles. Estos epítopes únicos pueden identificarse específi-
camente por anticuerpos monoclonales y por esto los patrones únicos de glicosilación se investigaron, y se investigan
intensamente como marcadores de tumores posibles para la inmunoterapia y diagnóstico del cáncer (Ronin, 1998).

El uso de la presente invención permite el uso de marcadores de tumores no sólo para la inmunoterapia y diagnós-
tico sino también como dianas posibles para la farmacoterapia. Con este fin, una serie combinatoria que incluye tanto
hidratos de carbono complejos específicos de tumor (TSCC) como estructuras de hidratos de carbono normales per-
mitirían el aislamiento de nuevos fármacos candidatos mediante la identificación de moléculas que se unen específica
y únicamente a estructuras de hidratos de carbono complejos asociadas a condiciones tumorales.

Ejemplo 1

El cáncer de pulmón es una enfermedad de proporciones casi epidémicas. Aproximadamente 157.000 casos nuevos
que causaron 142.000 muertes se registraron en 1990 (Faber, 1991). El carcinoma escamoso de pulmón (CEP) que
es del tipo del cáncer de pulmón de células no pequeñas (CPCNP), representa aproximadamente el 35% de todos
los cánceres de pulmón. Se correlaciona estrechamente con fumar y se diagnostica con más frecuencia en varones.
El carcinoma escamoso se origina en la región central o hiliar del pulmón y puede cavitar cuando se encuentra en
una ubicación periférica. Se clasifica como una forma de cáncer grave y maligna. Aunque se diferencia mal, el SLC
presenta antígenos únicos de hidratos de carbono complejos únicos asociados tanto con glicoproteínas unidas a la
membrana como con moléculas de tipo mucina que se liberan en el sistema circulatorio y sirven como marcadores de
suero (Martensson, 1988).

Las tablas siguientes describen los componentes y módulos enzimáticos (ME) necesarios para la síntesis de una
biblioteca de hidratos de carbono complejos para la selección y aislamiento de compuestos químicos, proteínas u
otras moléculas que se unen a marcadores de SLC de manera específica. Tales moléculas pueden servir como posibles
nuevos candidatos a fármacos o fármacos útiles para la prevención de la metástasis del cáncer escamoso de pulmón.

Las tablas 9-10 presentan hidratos de carbono complejos de estructuras anómalas de cadenas de hidratos de carbono
del SLC liberadas en el sistema circulatorio (marcadas A1, A2, A3, A8, A9 y A10), todos los posibles fragmentos
derivados de tales cadenas de hidratos de carbono del SLC (asociadas con A1, A2, A3, A8, A9 y A10 mediante a1,
a2, a3, a8, a8 y a10, respectivamente), antígenos de sangre normal (marcados A4, A5, A6, A7, A11 y A12) y todos
los posibles fragmentos de antígenos de sangre normal derivados de los mismos (asociados con A4, A5, A6, A7, A11
y A12 mediante a4, a5, a6, a7, a11 y a12, respectivamente).
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TABLA 9
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TABLA 10
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La Tabla 11 incluye una lista de los ME requeridos para la síntesis de la colección de hidratos de carbono complejos
descritos en las tablas 9-10.

TABLA 11
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Ejemplo 2

La gonadotropina coriónica humana (GCh) es una hormona glicoprotéica producida por las células de trofoblasto
de la placenta. Se detectan niveles altos de GCh en muestras de sangre y orina tomadas de pacientes con una variedad
de enfermedades trofoblásticas. Como tal, los niveles en orina y en suero de GCh se han empleado como marcadores
útiles para el diagnóstico y pronóstico de enfermedades trofoblásticas, así como también son marcadores del embarazo.
Un estudio que compara los hidratos de carbono complejos liberados de las GCh purificadas de la orina de mujeres
embarazadas con aquellos purificados de la orina de pacientes con enfermedad trofoblástica, reveló la existencia de
varias alteraciones en las cadenas de azúcares de GCh purificada de estos últimos (Mizuochi, 1983; Endo, 1987).

Las tablas 12-14 presentan los componentes y los ME necesarios para sintetizar una biblioteca de hidratos de car-
bono complejos para seleccionar y aislar moléculas que se unen específicamente a los marcadores anómalos de la GCh
o sus subfragmentos. Las tablas 12-13 enumeran estructuras de hidratos de carbono complejos incorporadas a series
específicas para GCh. Tales estructuras incluyen cadenas de azúcar anómalas representadas en las GCh presentes en
enfermedades trofoblásticas malignas (marcadas B5, B6, B7 y B8), todas las posibles cadenas de azúcar fragmentadas
de tales GCh presentes en enfermedades trofoblásticas malignas (asociadas con B5, B6, B7 y B8 mediante b5, b6, b7
y b8, respectivamente), cadenas de azúcares normales tal como se encuentran típicamente en la las GCh de presentes
en la orina de mujeres embarazadas (marcadas B1, B2, B3 y B4) y todos sus posibles fragmentos (asociados con B1,
B2, B3 y B4 mediante b1, b2, b3 y b4, respectivamente). La tabla 14 presenta la colección de los ME que se necesitan
para la síntesis de hidratos de carbono complejos de las tablas 12-13.
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TABLA 12

TABLA 13
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La tabla 14 incluye una lista de los ME requeridos para la síntesis de la colección de hidratos de carbono complejos
descritos en las tablas 12-13.

TABLA 14
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Ejemplo 3

Durante la última mitad del siglo se ha demostrado que muchos polisacáridos de bacterias, hongos y plantas
tienen actividades antivirales, anticoagulantes, antitrombóticas, anticardiovasculares y antitumorales (Witczak, 1997).
También se encontró que un patrón estructural general es común a todos estos hidratos de carbono
complejos. La mayoría de estos hidratos de carbono complejos incluyen una o dos unidades de monosacárido de re-
petición conectadas con uno o dos tipos de enlaces glicosídicos y decoradas con puntos ramificados de longitud cons-
tante.

La tabla 15 resume ejemplos parciales de tales estructuras únicas.

(Tabla pasa a página siguiente)
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TABLA 15

Estudios de viscosidad así como análisis por rayos X, sugieren que las posibles estructuras helicoidales y helicoi-
dales triples son responsables de las actividades mencionadas anteriormente (Misaki, 1997). Sin embargo, estudios
adicionales demostraron que los fragmentos derivados de la hidrólisis parcial de estos hidratos de carbono complejos
también tienen algunas actividades terapéuticas (Misaki, 1980).

Como tal, la presente invención puede utilizarse para seleccionar bibliotecas combinatorias de oligosacáridos que
incluyen oligómeros cortos derivados de los hidratos de carbono complejos enumerados anteriormente. Tales frag-
mentos pueden, por ejemplo, incluir una o dos unidades de monosacárido de repetición unidas entre ellas a través de
uno o dos tipos de enlaces glicosídicos. Tales fragmentos también pueden incluir ramificación moderada cuando se re-
quiera. Tales series combinatorias de polisacáridos pueden utilizarse para el aislamiento de nuevos agentes antivirales,
anticoagulantes, antitrombóticos, anticardiovasculares y antitumorales.
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Ejemplo 4

El siguiente ejemplo representa hidratos de carbono complejos sintetizados que incluyen ramas de β(1,3)D-glucosa
y β(1,6)-D-glucosa. Cada uno de los oligómeros mostrados incluye 7 monómeros. Se apreciará que un oligómero que
consiste en de 2 a 30 unidades o más también puede sintetizarse mediante el método de la presente invención tal como
se describe en el presente documento.

Ejemplo 5

El siguiente ejemplo representa hidratos de carbono complejos sintetizados que consisten de un esqueleto de uni-
dades de β(1,3)D-glucosa y ramificaciones de α(1,5)D-arabinosa, que se colocan en cualquier ubicación deseada a lo
largo del esqueleto. Cada uno de los oligómeros mostrados a continuación incluye 12 monómeros. Se apreciará que
un oligómero que consiste en de 2 a 40 unidades o más también puede sintetizarse mediante el método de la presente
invención.
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Ejemplo 6

El siguiente ejemplo representa hidratos de carbono complejos sintetizados que consisten en α-L-fucosa o α-L-
fucosa-4-sulfato con enlace α(1,2) con ramificaciones o unidades secundarias de sulfato colocadas en la posición
3. Cada uno de los oligómeros mostrados a continuación incluye 6 monómeros de sacárido. Se apreciará que un
oligómero que consiste en de 2 a 20 unidades o más puede sintetizarse mediante el método de la presente invención.

Ejemplo 7

El siguiente ejemplo representa hidratos de carbono complejos sintetizados que consisten en α-D-manosa o α-D-
manosa sulfatadas con enlaces (1,3) colocadas en las posiciones 2 y/o 6, y que incluyen fragmentos simples de β(1,2)
xilosa. Cada uno de los oligómeros mostrados a continuación incluye 5 monómeros de sacárido. Se apreciará que un
oligómero que consiste en de 3 a 20 unidades o más también puede sintetizarse mediante el método de la presente
invención.
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Ejemplo 8

El siguiente ejemplo representa hidratos de carbono complejos sintetizados que consisten en unidades de α(1,5)D-
arabinosa y α (1,2)D-manosa con un núcleo de una unidad de α-D-arabinosa conectada a la unidad de α-D-arabinosa
en la posición 2 o a la unidad de α- D-manosa en cualquier posición. Cada uno de los oligómeros mostrados a
continuación incluye 9 monómeros de sacárido. Se apreciará que un oligómero que consiste en de 2 a 70 unidades o
más también puede sintetizarse mediante el método de la presente invención.

Ejemplo 9

El siguiente ejemplo representa hidratos de carbono complejos sintetizados que consisten de unidades de α-1,5-
D-arabinosa y α-1,2-D-manosa unidas a un único núcleo de una unidad de β-D-arabinosa, que está conectado a la
unidad de α-D-arabinosa en la posición 2 o a la unidad de α-D-manosa en cualquier posición. Los hidratos de carbono
complejos también incluyen una β-D-arabinosa ramificada que está colocada en la posición 3. La antena ramificada
incluye, tal como un oligómero principal, un único núcleo de una unidad de β-D-arabinosa conectada a α-D-arabinosa
en la posición 2 o a α-D-manosa en cualquier posición. Cada uno de los oligómeros mostrados a continuación incluye
14 monómeros de sacárido. Se apreciará que un oligómero que consiste en de 2 a 70 unidades o más también puede
sintetizarse mediante el método de la presente invención.

Síntesis de la biblioteca de hidratos de carbono complejos

Los siguientes ejemplos describen en detalle experimentos que demuestran la síntesis enzimática secuencial bi-
bliotecas de hidratos de carbono complejos de acuerdo con las enseñanzas de la presente invención.

Materiales y Métodos

Abreviaciones usadas a continuación: BSA - Albúmina de suero bovino; GlcNAc - N-acetilglucosamina; PNP-
GlcNAc - p-nitrofenil-N-acetil-β-D-GlcNAc; GlcNAc-COOH - 2-(2-carboxietiltio)-etil 2-β-D-GlcNAc; NHS - N-hi-
droxisuccinimida; EDC - 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida; D.O. - densidad óptica; WGA - aglutinina de
germen de trigo; RCA120 - lectina de Ricinus communis; BS-I- lectina de Bandeiraea simplicifolia; TGP - lectina de
Tereagonolobus purpureas; TML - lectina de Tritrichomonas mobilensis; ECorA - lectina de Erythrina coralloden-
dron; FITC - isotiocianato de fluoresceína.

Materiales generales: PBS - tampón fosfato 0,1 M, pH 7,5, NaCl 0,15 M (Sigma S-7653); TBS - Tris/HCl 50
mM, pH 7,5 (Sigma T-6791), NaCl 0,15 M; TBST - TBS, Tween 20 al 0,05% (Sigma P-9416); Tampón de lavado de
alta fuerza iónica - PBS, NaCl 2 M, MgSO4 60 milimolar, Tween 20 al 0,05%. Se preparó una disolución de sustrato
de peroxidasa mediante la mezcla en agua de diclorhidrato de O-fenilendiamina, 0,4 mg/ml, peróxido de hidrógeno
de urea, 0,4 mg/ml, tampón fosfato - citrato, 0,05 M (preparada a partir del kit de sustrato de peroxidasa FAST de
SIGMA, kit P-9187). Se obtuvo el Covalink NH de NUNC (Número de catálogo 478042). Se midieron la densidad
óptica y la fluorescencia usando un contador de marcadores múltiples VICTOR2 (Wallac OY, Finlandia). Todas las
incubaciones en placas de microtitulación se realizaron a una temperatura y velocidad de agitación controladas usando
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un incubador de placas de microtitulación que se obtuvo del incubador/agitador Anthos Thermostar, Rosys Anthos
GmbH Salzburg Austria (Número de catálogo 8850001).

Condiciones y mezclas de reacciones enzimáticas generales (RE)

D7: Se añadieron a cada pocillo de una placa de microtitulación 100 µl de MOPS 50 mM (SIGMA M-9027),
BSA 10 mg/ml (SIGMA A-7030), MnCl2 20 mM (SIGMA M- 9522), UDP-Gal 0,5 mg/ml (Calbiochem 670111) y
20 miliunidades/ml de β1,4 galactosiltransferasa recombinante(Calbiochem 345650) a pH 7,4 y se agitó la placa a 50
rpm a 37◦C durante 3 horas. Después de la incubación, se extrajo la mezcla de reacción y se lavaron los pocillos tres
veces con 200 µl de TBST, consistiendo el último lavado en un remojo de 15 minutos. Se reemplazó el TBST con TBS
NaN3 al 0,2% (Sigma S- 8032) y se guardó la placa a 4◦C para las reacciones enzimáticas posteriores.

A2: Se añadieron a cada pocillo de una placa de microtitulación 100 µl de MOPS 50 mM (SIGMA M-9027),
BSA 10 mg/ml (SIGMA A-7030), CMP-NeuAC 0,5 mg/ml (Calbiochem 233263), y 5 miliunidades/ml de α2,3(N)-
sialiltransferasa recombinante (Calbiochem 566218) a pH 7,4 y se agitó la placa a 50 rpm a 37◦C durante 4 horas.
Después de la incubación, se extrajo la mezcla de reacción y los pocillos se lavaron tres veces con 200 µl de TBST,
consistiendo el último lavado en un remojo de 15 minutos. Se reemplazó el TBST con TBS NaN3 al 0,2% (Sigma S-
8032) y la placa se guardó a 4◦C para las reacciones enzimáticas posteriores.

B2: Se añadieron a cada pocillo de una placa de microtitulación 100 µl de MOPS 50 mM (SIGMA M-9027),
BSA 10 mg/ml (SIGMA A-7030), MnCl2 20 mM (SIGMA M- 9522), GDP-Fuc 0,5 mg/ml (Calbiochem 371443) y 5
miliunidades/ml de α1,3 fucosiltransferasa recombinante (Calbiochem 344323) a pH 7,2 y se agitó la placa a 50 rpm
a 37◦C durante 4 horas. Después de la incubación, se extrajo la mezcla de reacción y los pocillos se lavaron tres veces
con 200 µl de TBST, consistiendo el último lavado en un remojo de 15 minutos. Se reemplazó el TBST con TBS NaN3
al 0,2% (Sigma S- 8032) y la placa se guardó a 4◦C para las reacciones enzimáticas posteriores.

D3: Se añadieron a cada pocillo de una placa de microtitulación 100 µl de tampón de cacodilato de sodio 100
mM (SIGMA C-4945), BSA 10 mg/ml (SIGMA A-7030), MnCl2 20 mM (SIGMA M-9522), UDP-Gal 0,5 mg/ml
(Calbiochem 670111) y 5 miliunidades/ml de α1,3 galactosiltransferasa recombinante (Calbiochem 345648) a pH 6,5
y se agitó la placa a 50 rpm a 37◦C durante 4 horas. Después de la incubación, se extrajo la mezcla de reacción y
los pocillos se lavaron tres veces con 200 µl de TBST, consistiendo el último lavado en un remojo de 15 minutos. Se
reemplazó el TBST con TBS NaN3 al 0,2% (Sigma S- 8032) y la placa se guardó a 4◦C para las reacciones enzimáticas
posteriores.

A3: Se añadieron a cada pocillo de una placa de microtitulación 100 µl de tampón de cacodilato de sodio 50 mM
(SIGMA C-4945), BSA 10 mg/ml (SIGMA A-7030), CMP-NeuAC 0,5 mg/ml (Calbiochem 233263) y 5 miliunida-
des/ml de α2,6-(N)-sialiltransferasa recombinante (Calbiochem 566222) a pH 6,0 y se agitó la placa a 50 rpm a 37◦C
durante 4 horas. Después de la incubación, se extrajo la mezcla de reacción y los pocillos se lavaron tres veces con
200 µl de TBST, consistiendo el último lavado en un remojo de 15 minutos. Se reemplazó el TBST con TBS NaN3 al
0,2% (Sigma S- 8032) y la placa se guardó a 4◦C para las reacciones enzimáticas posteriores.

H3: Se añadieron a cada pocillo de una placa de microtitulación 100 µl de tampón de cacodilato de sodio 50 mM
(SIGMA C-4945), MnCl2 20 mM (SIGMA M-9522), BSA 10 mg/ml (SIGMA A-7030), dimetilsulfóxido al 5%, UDP-
GlcNAc 0,5 milimolar (Calbiochem 670107), trifosfato de adenosina 0,75 milimolar y 5 miliunidades/ml de β1,3-N-
acetilglucosaminil-transferasa recombinante (preparada tal como se describe en Zhou et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA volumen 96 páginas 406-411) a pH 7,0 y se agitó la placa a 50 rpm a 37◦C durante 10 horas. Después de la
incubación, se extrajo la mezcla de reacción y los pocillos se lavaron tres veces con 200 µl de TBST, consistiendo el
último lavado en un remojo de 15 minutos. Se reemplazó el TBST con TBS NaN3 al 0,2% (Sigma S- 8032) y la placa
se guardó a 4◦C para las reacciones enzimáticas posteriores.

Se omite el BSA de la mezcla de reacción y las etapas de lavado se realizan usando tampón de alta fuerza iónica
en lugar de TBST cuando las reacciones enzimáticas se realizan en placas Covalink NH incluyendo un monosacárido
acoplado covalentemente.

Ensayos de unión lectina/anticuerpo

WGA: Se añadieron a las placas 100 µl de lectina de WGA conjugada con peroxidasa 5 µg/ml (SIGMA L-3892,
150 unidades de peroxidasa por mg de proteína) y se incubaron durante 1 hora a 25◦C en TBS que contenía BSA al
1% y 10 milimolar de MnCl2 y CaCl2. Se lavaron los pocillos 3 veces con 200 µl de TBST, consistiendo el último
lavado en un remojo de 15 minutos. Para detectar la WGA marcada con peroxidasa, se añadieron 100 µl de disolución
reciente de sustrato de peroxidasa, y una hora más tarde se determinó la D.O. de la disolución (a 450 nm).

RCA120: Se añadieron a las placas 100 µl de lectina de RCA120 conjugada con peroxidasa 10 µg/ml (SIGMA L-
2758, 11 unidades de peroxidasa por mg de proteína) y se incubaron durante 1 hora a 25◦C en TBS que contenía BSA
al 1% y 10 milimolar de MnCl2 y CaCl2. Se lavaron los pocillos 3 veces con 200 µl de TBST, consistiendo el último
lavado en un remojo de 15 minutos. Se añadieron 100 µl de disolución reciente de sustrato de peroxidasa, y una hora
más tarde se determinó la D.O. de la disolución (a 450 nm).
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TGP: Se añadieron a las placas 100 µl de TGP-lectina 20 µg/ml conjugada con peroxidasa (SIGMA L-1508, 10
unidades de peroxidasa por mg de proteína) y se incubaron durante 1 hora a 25◦C en TBS que contenía BSA al 1%
y 10 milimolar de MnCl2 y de CaCl2. Se lavaron los pocillos tres veces con 200 µl de TBST, consistiendo el último
lavado en un remojo de 15 minutos. Se añadieron 100 µl de disolución reciente de sustrato de peroxidasa, y una hora
más tarde se determinó la D.O. de la disolución (a 450 nm).

BS-I: Se añadieron a las placas 100 µl de BS-I 20 µg/ml conjugada con biotina (SIGMA L-3759) y se incubaron
durante 1 hora a 25◦C en TBS que contenía BSA al 1% y 10 milimolar de MnCl2 y de CaCl2. Se lavaron los pocillos tres
veces con 200 µl de TBST, consistiendo el último lavado en un remojo de 15 minutos, después del cual se añadieron a
las placas 100 µl de TBS que contenía BSA al 1% y 5 µg/ml de avidina conjugada con peroxidasa (SIGMA A-3151,
40 unidades de peroxidasa por mg de proteína) y se incubaron durante 1 hora a 25◦C. Se lavaron los pocillos tres veces
con 200 µl de TBST, consistiendo el último lavado en un remojo de 15 minutos. Se añadieron 100 µl de disolución
reciente de sustrato de peroxidasa, y una hora más tarde se determinó la D.O. de la disolución a 450 nm.

TML: Se añadieron a las placas 100 µl de TML 20 µg/ml conjugada con biotina (Calbiochem 431803) y se incu-
baron durante 1 hora a 25◦C en TBS que contenía BSA al 1%. Se lavaron los pocillos 3 veces con 200 µl de TBST,
consistiendo el último lavado en un remojo de 15 minutos, después del cual se añadieron a las placas 100 µl de TBS
que contenían BSA al 1% y 5 µg/ml de avidina conjugada con peroxidasa (SIGMA A-3151, 40 unidades de peroxi-
dasa por mg de proteína) y se incubaron durante 1 hora a 25◦C. Se lavaron los pocillos 3 veces con 200 µl de TBST,
consistiendo el último lavado en un remojo de 15 minutos. Se añadieron 100 µl de disolución reciente de sustrato de
peroxidasa, y una hora más tarde se determinó la D.O. de la disolución a 450 nm.

Anti-sialil-Lewis X: Se añadieron a las placas 100 µl de IgM anti-sialil-Lewis X 10 µg/ml de ratón (Calbiochem
565953) y se incubaron durante 1 hora a 25◦C en TBS que contenía BSA al 1%. Se lavaron los pocillos 3 veces con
200 µl de TBST, consistiendo el último lavado en un remojo de 15 minutos, después del cual se añadió a las placas
una disolución de TBS que contenían BSA al 1% y 100 µl de IgM de cabra anti-ratón 5 mg/ml conjugada con biotina
(SIGMA b-9265) y se incubaron durante 1 hora a 25◦C. Se lavaron los pocillos 3 veces con 200 µl TBST, consistiendo
el último lavado en un remojo de 15 minutos, seguido por la incubación con 100 µl de TBS que contenían BSA al 1%
y 5 µg/ml de avidina conjugada con peroxidasa (SIGMA A-3151, 40 unidades de peroxidasa por mg de proteína) y se
incubaron durante 1 hora a 25◦C. Se lavaron los pocillos 3 veces con 200 µl de TBST, consistiendo el último lavado en
un remojo de 15 minutos. Se añadieron 100 µl de disolución reciente de sustrato de peroxidasa, y una hora más tarde
se determinó la D.O. de la disolución (a 450 nm).

ECorA: Se añadieron a las placas 100 µl de ECorA 20 µg/ml conjugada con biotina (SIGMA L-0893) y se incu-
baron durante 1 hora a 25◦C en TBS que contenía BSA al 1% y 10 milimolar de MnCl2 y de CaCl2. Se lavaron los
pocillos tres veces con 200 µl de TBST, consistiendo el último lavado en un remojo de 15 minutos, después del cual
se añadieron a las placas 100 µl de de TBS que contenían BSA al 1% y 5 mg/ml de avidina conjugada con peroxidasa
(SIGMA A-3151, 40 unidades de peroxidasa por mg de proteína) y se incubaron durante 1 hora a 25◦C. Se lavaron los
pocillos 3 veces con 200 µl de TBST, consistiendo el último lavado en un remojo de 15 minutos. Se añadieron 100 µl
de disolución reciente de sustrato de peroxidasa, y una hora más tarde se determinó la D.O. de la disolución a 450 nm.

Cuando se llevaron a cabo los ensayos de unión descritos anteriormente en aceptores de monosacáridos acoplados
covalentemente, tal como es el caso con las placas Covalink NH, se reemplazó la disolución de incubación de TBS
con TBST y se realizaron las etapas de lavado usando tampón de alta fuerza iónica en lugar de TBST.

Ejemplo 10

Inmovilización de aceptores - la primera etapa

Mientras se simplificaba la presente invención para la práctica, se perfeccionaron varios métodos para la inmo-
vilización de aceptores de monosacáridos en placas de microtitulación. Los aceptores de monosacáridos se unieron
a la superficie de una placa de microtitulación a través de un ligador y las lectinas o anticuerpos dirigidos contra de
los hidratos de carbono complejos sintetizados se utilizaron para medir la eficiencia de unión tal como se describió
además anteriormente en el presente documento.

Se llevó a cabo la inmovilización en placa del primer elemento estructural del aceptor de monosacáridos mediante
o bien (i) la adsorción de la neoglicoproteína BSA-GlcNAc (β-D-GlcNAc conjugada con BSA) a la superficie de una
placa de microtitulación; o bien (ii) la inmovilización covalente usando un ligador apropiado. Se realizó la inmoviliza-
ción covalente usando o bien la activación con cloruro cianúrico (figura 5), o bien la activación con NHS/EDC (figura
6) de las placas CovaLink NH. El uso de la activación con cloruro cianúrico permitió un alargamiento del ligador de
aproximadamente 1,5 nanómetros en cada ciclo de alargamiento. Se midió la presencia de monosacárido inmovilizado
(GlcNAc) según su unión a lectina usando WGA-lectina conjugada con peroxidasa o FITC. Se cuantificó la unión
usando detección de señal colorimétrica o fluorescente, tal como se muestra en las figuras 7a-c.
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Materiales y métodos

Adsorción de GlcNAc conjugado a BSA a placas Maxisorb

Se separó una solución de Na2CO3 0,1 M, pH 9,6, incluyendo 0-3000 ng de BSA-GlcNAc (preparado tal como se
describe por Monsigny et al., Biol. Cell, 51, 187 1984) en alícuotas de 100 µl en pocillos de una placa de microtitula-
ción Maxisorb (NUNC nº de catálogo 469914) y se incubó la placa a 4◦C durante 16 horas. Después de la incubación,
se extrajo la disolución y se añadieron 200 µl de Na2CO3 0,1 M, pH 9,6, incluyendo BSA 1% y se incubaron las
placas durante 2 horas adicionales para bloquear la unión no específica de proteínas (tales como enzimas o lectinas) a
la superficie del pocillo. Después del bloqueo, se reemplazó la disolución de BSA-GlcNAc con tampón TBS/NaN3 al
0,2%/BSA al 1% y se guardaron las placas a 4◦C.

Se verificó la adsorción de BSA-GlcNAc mediante WGA conjugada a peroxidasa tal como se describió anterior-
mente en el presente documento.

Resultados

Se cubre el área de superficie de una molécula única de BSA de 66 kDa (aproximadamente 50 nm2) con aproxima-
damente 25 grupos GlcNAc. En una superficie Maxisorb que está totalmente cubierta con BSA-GlcNAc, la distancia
media entre grupos GlcNAc adyacentes es aproximadamente 1,0 nm y el diámetro del sitio de reconocimiento de
hidratos de carbono de la lectina es de aproximadamente 2 nm. Por tanto, para prevenir la interferencia estérica entre
lectinas unidas de manera adyacente o entre lectina unida y otros monosacáridos, la densidad de los monosacáridos
inmovilizados no deberá exceder 1014 por cm2. Ya que en este caso el monosacárido inmovilizado forma una parte
de una molécula de proteína unida que es de aproximadamente 5 nm de diámetro, los grupos de monosacárido están
localizados aproximadamente 5 nanómetros por encima de la superficie de la placa y por tanto están disponibles para
el alargamiento enzimático por la glicosiltransferasa. La figura 8a describe una curva de saturación para BSA-GlcNAc
unido a una placa de microtitulación Maxisorb.

Después de la unión de BSA-GlcNAc, se lavaron las placas con TBST, un tampón que contiene un detergente de
fuerza iónica media (NaCl 0,15 M), para eliminar las lectinas unidas de manera no específica. Esta etapa de lavado
no elimina la BSA unida y por tanto permite reacciones enzimáticas secuenciales. Tal como se muestra en la figura
8b, la BSA unida fue estable durante 12 ciclos extensivos de lavado. Después de cada etapa de lavado, se midió la
cantidad de BSA-GlcNAc (empezando a 200 ng/pocillo) mediante la unión con lectina WGA tal como se describió
anteriormente.

Se realizó la inmovilización covalente de GlcNAc a Covalink NH, así como también el alargamiento de Cova-
link NH con 13 átomos adicionales en cada ciclo de alargamiento subsiguiente, tal como se muestra en la figura 5.
Los resultados de unión para la inmovilización de WGA a β-D-GlcNAc (con ciclos de un alargamiento único)o a
CovaLink NH activada con NHS/EDC, mediada por el cloruro cianúrico, se muestran en las figuras 7a-b. La den-
sidad de los grupos amino en la superficie de Covalink NH es de 1014 por cm2 y la distancia promedio entre los
grupos GlcNAc es de 1 nm, que es suficiente para la unión a lectina. Tras la incubación con la mezcla de reacción
D7 (β-1,4 galactosiltransferasa, descrita en la figura 8c), la transferencia de β-D-galactosa a fenil-β-D-GlcNAc in-
movilizado a la placa (conector de 22 átomos) se verifica utilizando el ensayo de unión a lectina EcorA, tal como
se describió anteriormente. No se detectó la transferencia de β-D-galactosa a β-D-GlcNAc inmovilizada a la placa
(placa activada con NHS/EDC con un conector de 20 átomos). Esto podría deberse a diferencias en la longitud del
conector.

Los métodos de inmovilización covalente descritos anteriormente permiten el uso de un tampón de fuerza iónica
muy alta (por ejemplo, guanidina HCl 6 M o NaOH 100 mM) en etapas de lavado posteriores, permitiendo así la
verificación precisa “in situ” de cada etapa enzimática utilizada mediante el procedimiento.

La eliminación de moléculas unidas no específicamente es crucial para la síntesis precisa de bibliotecas. Dado
que las glicosiltransferasas son glicoproteínas con hidratos de carbono complejos presentados en su superficie ex-
terior, la adsorción no específica de la enzima puede interferir con, o generar errores en, la síntesis. Las lectinas y
los anticuerpos también son glicoproteínas y como tal, las uniones no específicas de los mismos pueden conducir
a una predicción estructural imprecisa. El agente de bloqueo convencional utilizado comúnmente en las reacciones
enzimáticas, es leche desnatada. Dado que la leche desnatada contiene muchas proteínas glicoconjugadas, no es ade-
cuada para la síntesis enzimática de hidratos de carbono complejos. En cambio, las reacciones de síntesis realizadas
según la presente invención utilizaron BSA como agente de bloqueo, puesto que no está glicosilado. Tal como se
muestra mediante la figura 7b, aunque los agentes de bloqueo químico interferían con la unión a lectina, el bloqueo
con BSA permitió la unión específica a lectina, mientras que redujo sustancialmente la unión no específica. Durante
la práctica, se observó que puesto que los grupos amino activados del cloruro cianúrico se hidrolizan espontánea-
mente en agua, no hay necesidad de bloqueo adicional cuando se utiliza este procedimiento de acoplamiento en
placa.
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Ejemplo 11

Síntesis de bibliotecas

El alto rendimiento es crítica para una síntesis enzimática en fase sólida iterativa. Dado que las glicosiltransferasas
catalizan la transferencia de un resto de azúcar desde un donante de azúcar de nucleótido fosfato hasta un aceptor
apropiado, la degradación del enlace energético fosfodiéster del azúcar del nucleótido es irreversible. Como tal, no
hay ningún obstáculo teórico que impida la finalización de las reacciones de síntesis. Preferiblemente, la concentración
de azúcar del nucleótido de la reacción debe ser aproximadamente de 10 a 20 veces superior a un valor de Km de la
enzima para el donante, que oscila desde varios hasta varios cientos de milimolares. En un único pocillo de placa
de microtitulación que contiene aproximadamente 100 µl de disolución, están disponibles 0,2 nanomoles de grupos
de sacárido unidos al pocillo para la reacción enzimática. Como tal, es suficiente una concentración de azúcar del
nucleótido igual a o superior a 1 milimolar.

Materiales y métodos

Activación con NHS/EDC y acoplamiento de β-D-GlcNAc: Se dispensaron alícuotas de 50 µl de una disolución de
2-(2-carboxietiltio)-etil-2-β-DGlcNAc (NNI SS-01-003) en tiras de CovaLink NH y las tiras se incubaron en pocillos
que contenían 50 µl de una disolución que incluía 3 mg/ml de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC)
(Sigma E-7750) y 3 mg/ml de N-hidroxisuccinimida (NHS) (Sigma H-7377). Los pocillos se sellaron y las placas se
agitaron a 50 RPM a 37◦C durante 24 horas. Los pocillos se lavaron tres veces con agua destilada y los grupos amino sin
reaccionar en los pocillos se bloquearon durante 2 horas en 300 ml de una disolución que contenía metanol/anhídrido
acético/agua (85/10/5 V/V/V, respectivamente). Tras cuatro lavados con agua destilada, las placas se secaron al aire y
se incubaron durante 12 horas con una disolución de bloqueo que incluía un 1% de BSA en PBS.

Activación con cloruro cianúrico: Una disolución que contenía 48 mg de cloruro cianúrico (Aldrich, número de
catálogo C95501) disuelto en 3 ml de acetona se añadió, mientras se agitaba, a 45 ml de tampón fosfato 0,1 M. Se
añadió rápidamente una alícuota (200 µl) de esta disolución (en el plazo de 2 minutos) a cada pocillo de una placa de
Covalink NH. La placa se incubó a temperatura ambiente durante 5 minutos tras lo cual se desechó la disolución y la
placa se lavó tres veces con agua doblemente destilada y se secó a 50◦C durante 30 minutos.

Ciclo de alargamiento del ligador de amino: Se añadieron 100 µl de una disolución de 1,8-diamino 3,6 (MERCK
818116) (3 ml en 50 ml de tampón carbonato 0,1 M, pH 9,6) o disolución de 1,8-diaminooctano (ALDRICH D2, 240-
1) (100 mg por ml de tampón carbonato 0,1 M, pH 9,6) a cada pocillo de una placa activada con cloruro cianúrico.
Los pocillos se sellaron y la placa se incubó a 25◦C durante 12 horas. Tras la incubación, los pocillos se lavaron cuatro
veces con agua y la placa se activó con cloruro cianúrico, tal como se describió anteriormente. Se repitió un ciclo de
alargamiento de 1,8-diamino-3,6-dioxaoctano hasta que se logró la longitud deseada del conector.

Acoplamiento de β-D-GlcNAc (primer bloque estructural de monosacárido): Se unieron moléculas del monosacá-
rido GlcNAc a las placas activadas descritas anteriormente. Se utilizó el siguiente procedimiento para llevar a cabo la
unión: se añadió una disolución que contenía diotionito de sodio 60 mg/ml en carbonato de sodio 0,1 M a cada pocillo
de las filas B-H de la placa. Se diluyó seriadamente dos veces una alícuota de 200 µl de una segunda disolución que
contenía 20 mg de p-nitrofenil-N-acetil-β-D-GlcNAc (Calbiochem, número de catálogo 487052) y 200 mg de ditionito
de sodio (Fluka, número de catálogo 71700) que se disolvieron en 6 ml de agua doblemente esterilizada y se valoraron
hasta un pH de 7,5 utilizando 3 ml de carbonato de sodio 0,1 M (pH 9,6) a partir de las filas A a H. Los pocillos se
sellaron y se incubaron a temperatura ambiente durante la noche. Tras la incubación, los pocillos se lavaron cuatro
veces con agua doblemente destilada y después tres veces con metanol (200 µl/pocillo), incluyendo el tercer lavado un
remojo de 15 minutos a temperatura ambiente. El metanol se desechó, y las placas se secaron al aire y se almacenaron
a 4◦C.

Unión de WGA a β-D-GlcNAc acoplada covalentemente: La presencia de β-D-GlcNAc unida covalentemente
se verificó mediante la unión de WGA conjugado a peroxidasa o fluoresceína-iso-tio-cianato (FITC). La detección
se realizó tal como sigue: se incubaron 100 µl de WGA conjugada con 5 µg/ml peroxidasa (SIGMA L-3892, 150
unidades de peroxidasa por mg de proteína) o FITC (SIGMA L-4895) preparado en TBST que incluía 10 milimolar de
MnCl2 y CaCl2 en cada pocillo a 25◦C durante una hora. Los pocillos se lavaron tres veces con 200 µl de solución de
lavado de alta fuerza iónica, consistiendo el último lavado en 15 minutos de remojo. Para desarrollar WGA marcado
con peroxidasa, se añadieron 100 µl de disolución reciente de sustrato con peroxidasa y una hora más tarde se midió la
D.O. a 450 nm. El WGA conjugado con FITC unido a las tiras de β-DGlcNAc-Covalink NH blanco (NUNC 453690)
se excitó (485 nm) y se midió la emisión de fluorescencia de las mismas (520 nm).

Transferencia de β-1,4-galactosa para unirse covalentemente a β-D-GlcNAc: Se añadieron 100 µl de MOPS 50
mM, pH 7,4 (SIGMA M-9027), Triton CF 32 al 0,2% (Sigma), MnCl2 20 mM (SIGMA M-9522), UDP-Gal 0,5 mg/ml
(Calbiochem 670111) y 20 miliunidades/ml de una recombinante β1,4-galactosiltransferasa (Calbiochem 345650) a
cada pocillo de una placa acoplada con β-D-GlcNAc. La placa se agitó a 50 RPM a 37◦C durante 12 horas. Tras la
incubación, la mezcla de reacción se extrajo y los pocillos se lavaron tres veces con 200 µl de tampón de lavado de
alta fuerza iónica, consistiendo el último lavado en una inmersión de 15 minutos. La transferencia de β 1,4-galactosa
se detectó mediante lectina conjugada con biotina (Erythourina corallodenron ECorA) tal como sigue: se añadió una
alícuota que incluía ECorA 20 µg/ml conjugada con biotina (SIGMA L-0893, 5 moles de biotina por mol de proteína)
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preparada en TBST que incluía 10 milimolar de MnCl2 y de CaCl2 a cada pocillo y la placa se incubó durante una hora
a 25◦C. Los pocillos se lavaron 3 veces con 200 µl de tampón de lavado de alta fuerza iónica, consistiendo el último
lavado en una inmersión de 15 minutos. Tras la incubación con 100 ml de avidina conjugada con peroxidasa (5 mg/ml
en TBST), los pocillos se lavaron 3 veces con 200 ml de tampón de lavado de alta fuerza iónica, consistiendo el último
lavado en una inmersión de 15 minutos. Para detectar la unión, se añadieron 100 µl de disolución reciente de sustrato
de peroxidasa y una hora más tarde se midió la D.O. a 450 nm.

Medición de la cinética de β1,4-galactosiltransferasa (D7) en fase sólida: La mezcla de reacción enzimática es tal
como se describe para D7, con la excepción de que en este caso, se utilizaron 3,9 miliunidades/ml de β1,4-galactosil-
transferasa. La fase sólida consistió en placas de Maxisorb recubiertas con 3 mg/pocillo de BSA-GlcNAc. La mezcla
de enzimas se añadió a cada pocillo a intervalos de 10 minutos. Los pocillos se lavaron entonces con TBST tres veces
y se midió la unión de RCA120 tal como se describió anteriormente.

Resultados

Los resultados obtenidos mientras se lleva a la práctica la presente invención indican que una reacción en fase
sólida es más lenta que una reacción en fase líquida. Tal como se muestra en la figura 12, la transferencia enzimática
de galactosa a 0,5 nanomoles de GlcNAc unida usando 0,5 mU de β-1,4 galactosiltransferasa tarda aproximadamente
una hora en completarse, comparado con aproximadamente un minuto que tarda en completarse la misma reacción en
disolución. Por tanto, para alcanzar un rendimiento máximo, se emplearon 0,5 miliunidades de cada enzima durante
3-4 horas.

Los nucleótido fosfatos (UDP, CMP, GDP) que resultan de la ruptura del azúcar de nucleótido son subproductos de
estas reacciones enzimáticas. Se observó que estos subproductos inhiben la actividad de la glicosiltransferasa. Como
tal, una adición de una fosfatasa para degradar el (los) nucleótido fosfato(s) puede aumentar sustancialmente la tasa
de la reacción en fase sólida.

La longitud del ligador, la flexibilidad del hidrato de carbono complejo, la inmovilización de grupos de hidrato de
carbono y el impedimento estérico, también son factores que afectan a la eficacia de la síntesis. Tal como se reveló a
partir de la experimentación conducida como parte del presente estudio, una superficie Maxisorb recubierta por neogli-
coproteína puede utilizarse de manera eficaz para inmovilizar el primer monosacárido, obtener la reacción enzimática
de la glicosiltransferasa y evitar problemas de impedimentos estéricos. Un ligador covalente alargado basado en ácido
cianúrico y p-nitrofenilo permite el acoplamiento del primer monosacárido a un ligador de 2-8 nanometros evitando
así el impedimento estérico cuando el primer monosacárido se une covalentemente a la superficie y origina la reacción
enzimática de la glicosiltransferasa.

Ejemplo 12

Biblioteca 1

La figura 9 describe las etapas enzimáticas necesarias para la síntesis de una biblioteca que consiste en las estructu-
ras descritas en la tabla 17 inmovilizadas en una placa, resumiendo la organización de la placa de microtitulación, las
reacciones enzimáticas realizadas en cada etapa y los ensayos de unión de lectinas/anticuerpo. Cada etapa enzimática
se verifica frente a una banda control que no contiene el azúcar de nucleótico añadido.

Se realizó un conjunto diferente de reacciones enzimáticas (descritas en detalle anteriormente en el presente do-
cumento) en cada banda según procedimientos desarrollados por la presente invención. Las tablas a continuación
describen en detalle las diversas reacciones y componentes utilizados con el fin de generar esta biblioteca. La tabla
16 resume las reacciones enzimáticas usadas para sintetizar la primera biblioteca, la tabla 17 describe los módulos
enzimáticos (ME, descritos de manera adicional en los Ejemplos 1-9), las estructuras de hidratos de carbono comple-
jos formadas y los ensayos de unión lectina/anticuerpo realizados para cada banda, mientras que la tabla 18 describe
los ensayos de unión lectinas/anticuerpos que se usaron para verificar la estructura de hidratos de carbono complejos
formada siguiendo cada etapa enzimática.
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TABLA 16
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TABLA 17

TABLA 18

60



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 277 588 T3

Resultados

Las figuras 10a-f describen los ensayos de unión lectinas/anticuerpos realizados en cada banda tras cada reacción
enzimática. El aumento de unión de RCA120 (figura 10a) indica transferencia de β-D-Galactosa a GlcNAc y forma-
ción de un enlace β-1,4-glicosídico estable. La eficacia de la segunda etapa enzimática se verificó por medio de un
aumento en la unión BS-I (figura 10b) que es indicativo de una transferencia de α-D-galactosa a Gal β-1,4 GlcNAc y
la formación de un enlace α-1,3-glicosídico estable entre ellos. El aumento en la unión TGP (figura 10c) es indicativo
de una transferencia de α-L-fucosa a Gal β-1,4 GlcNAc y la formación de un enlace α-1,3 glicosídico estable entre
ellos. El oligosacárido ramificado formado mediante esta reacción es un antígeno-Lewis-X. Tomo se muestra en las
figuras 10d-e un aumento en las uniones TML indica una transferencia de α-D-NeuAC a Gal β-1,4 GlcNAc forman-
do un enlace α-2,6- 2,3- glicosídico entre ellos. El aumento de uniones anti-sialil-Lewis-X IgM (figura 10f) indica
una transferencia de α-L-fucosa a NeuAC α-2,3 Gal β-1,4 GlcNAc formando un enlace α-1,3 glicosídico estable y
generando un antígeno-sialil-Lewis-X compuesto de cuatro tipos distintos de monosacáridos.

Ejemplo 13

Biblioteca 2

La siguiente biblioteca es un ejemplo de la capacidad del método de síntesis de la presente invención para sintetizar
cadena de poli-N-acetil-lactosamina de tipo II de distintas longitudes. La figura 11 describe la organización de la placa
de microtitulación, las reacciones enzimáticas que pueden realizarse en cada etapa y los ensayos de unión a lectinas que
pueden usarse para verificar la eficacia de las distintas etapas enzimáticas. Cada etapa enzimática se verifica frente a
una tira de control que no contiene el azúcar de nucleótido añadido. Cada tira se somete a un conjunto de reacciones
enzimáticas distintas (módulo enzimático-ME) que se realizan según los procedimientos desarrollados en la presente
invención.

La tabla 19 describe las mezclas de reacción enzimática y las condiciones (descritas con detalle anteriormente en el
presente documento) que se utilizan para la síntesis de la biblioteca de poli-N-acetil-lactosamina según las enseñanzas
de la presente invención. La tabla 20 describe los módulos enzimáticos (ME) y las estructuras de hidratos de carbono
complejos. El ensayo de unión a RCA120 se lleva a cabo después de cada etapa enzimática tal como se describió
anteriormente para evaluar la adición de Galactosa (unión a RCA120) o GlcNAc (desaparición de unión a RCA120) para
alargar la cadena de poli-N-acetil-lactosamina.

TABLA 19
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TABLA 20

Ejemplo 14

Biblioteca 3

La siguiente biblioteca es un ejemplo de la capacidad de los métodos de síntesis de la presente invención para
sintetizar cadena de poli-N-acetil-lactosamina de tipo II de distintas longitudes y sus modificaciones. Esta biblioteca
incluye estructuras de oligosacárido con dos ramificaciones. El primer monosacárido está unido a la superficie por
medio de BSA. La tabla 21 describe las reacciones enzimáticas que se utilizan para la síntesis, mientras que la tabla 22
describe los módulos enzimáticos (ME) utilizados y las estructuras de hidratos de carbono complejos formadas de esta
manera. Para verificar la precisión de esta síntesis secuencial enzimática, se libera el oligosacárido unido al pocillo
empleando una proteasa y se somete a análisis empleando HPLC, análisis de metilación o MALD-TOF-MS (Rudd, P.
M. Dwek, R. A. (1997) Current Opinion in biotechnology 8 488-497).
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TABLA 21

TABLA 22

Así, la presente invención proporciona un método eficaz y preciso para la síntesis en fase sólida de carbohidratos
complejos de estructura ramificada o no ramificada.
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REIVINDICACIONES

1. Biblioteca combinatoria de hidratos de carbono direccionable producida enzimáticamente in situ que comprende
una pluralidad de estructuras de hidratos de carbono, uniéndose cada una a una posición específica y direccionable de
un soporte sólido único plano, en la que cada una de dicha pluralidad de estructuras de hidratos de carbono se compone
de monosacáridos, de tal modo que se define una estereoespecificidad de cada enlace que interconecta dichos hidratos
de carbono por dicha posición direccionable sobre dicho soporte sólido único plano.

2. Biblioteca de hidratos de carbono direccionable según la reivindicación 1, en la que cada una de dicha pluralidad
de estructuras de hidratos de carbono se une a dicho soporte sólido único plano por medio de un ligador.

3. Biblioteca de hidratos de carbono direccionable según la reivindicación 2, en la que dicho ligador puede escin-
dirse.

4. Biblioteca de hidratos de carbono direccionable según la reivindicación 2, en la que dicho ligador incluye al
menos dos enlaces covalentes contiguos.

5. Biblioteca de hidratos de carbono direccionable según la reivindicación 2, en la que dicho ligador se selecciona
del grupo que consiste en un aminoácido, un péptido, una proteína no glucosilada, un lípido, una ceramida, fosfato de
dolicol, una ciclodextrina, un oligosacárido, un monosacárido, una cadena alquílica y un ácido nucleico.

6. Biblioteca de hidratos de carbono direccionable según la reivindicación 2, en la que dicho ligador tiene al menos
20 Angstrom de longitud.

7. Biblioteca de hidratos de carbono direccionable según la reivindicación 2, en la que dicho ligador comprende al
menos un derivado de etilenglicol, al menos dos derivados de cloruro cianúrico y un grupo anilina.

8. Biblioteca de hidratos de carbono direccionable según la reivindicación 1, en la que dicho soporte sólido único
plano es una plataforma plana.

9. Biblioteca de hidratos de carbono direccionable según la reivindicación 8, en la que dicho soporte único sólido
plano es un chip y además en la que diferentes estructuras de hidratos de carbono de dicha pluralidad de estructuras
de hidratos de carbono están dispuestas sobre dicho chip en pequeñas extensiones separadas no más de 2,25 mm entre
sí, de centro a centro.

10. Biblioteca de hidratos de carbono direccionable según la reivindicación 1, en la que dicho soporte sólido
único plano es de una sustancia seleccionada del grupo que consiste en poliestireno reticulado con divinilbenceno,
copolímero de bloque de polietilenglicol-poliestireno, poliamidas, poliacrilamida, polimetacrilamida, sílice, vidrio,
cuarzo, plástico y celulosa.

11. Biblioteca de hidratos de carbono direccionable según la reivindicación 1, en la que al menos una de dicha
pluralidad de estructuras de hidratos de carbono comprende al menos dos unidades de sacárido idénticas unidas cova-
lentemente.

12. Biblioteca de hidratos de carbono direccionable según la reivindicación 1, en la que al menos una de dicha
pluralidad de estructuras de hidratos de carbono comprende al menos una ramificación.

13. Biblioteca de hidratos de carbono direccionable según la reivindicación 1, en la que al menos una de dicha
pluralidad de estructuras de hidratos de carbono comprende al menos 4 unidades de sacárido.

14. Biblioteca de hidratos de carbono direccionable según la reivindicación 1, en la que al menos una de dicha
pluralidad de estructuras de hidratos de carbono comprende al menos 5 unidades de sacárido.

15. Biblioteca de hidratos de carbono direccionable según la reivindicación 1, en la que al menos una de dicha
pluralidad de estructuras de hidratos de carbono comprende al menos 6 unidades de sacárido.

16. Biblioteca de hidratos de carbono direccionable según la reivindicación 1, en la que la menos una de dicha
pluralidad de estructuras de hidratos de carbono comprende al menos 7 unidades de sacárido.

17. Biblioteca de hidratos de carbono direccionable según la reivindicación 1, en la que al menos una parte de
dicha pluralidad de estructuras de hidratos de carbono son estructuras de hidratos de carbono que no se producen
naturalmente.

18. Biblioteca de hidratos de carbono direccionable según la reivindicación 1, en la que al menos una parte de
dicha pluralidad de estructuras de hidratos de carbono son estructuralmente idénticas a las estructuras de hidratos de
carbono que se producen naturalmente.
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19. Biblioteca de hidratos de carbono direccionable según la reivindicación 18, en la que dichas estructuras de
hidratos de carbono que se producen naturalmente se derivan de células humanas.

20. Biblioteca de hidratos de carbono direccionable según la reivindicación 18, en la que dichas estructuras de
hidratos de carbono que se producen naturalmente se derivan de tejido, células y/o líquidos corporales de un ser
humano.

21. Biblioteca de hidratos de carbono direccionable según la reivindicación 18, en la que al menos una parte de
dicha pluralidad de estructuras de hidratos de carbono son estructuralmente idénticas a los dominios de al menos una
estructura de hidrato de carbono que se produce naturalmente.

22. Biblioteca de hidratos de carbono direccionable según la reivindicación 21, en la que dicho al menos un hidrato
de carbono que se produce naturalmente se deriva de células humanas.

23. Biblioteca de hidratos de carbono direccionable según la reivindicación 1, en la que dicha pluralidad de estruc-
turas de hidratos de carbono se seleccionan del grupo que consiste en:

Fuc(α1,2)Gal(β)

NeuAC(a2,3)Gal(β1,3)GlcNAc(α)

NeuAC(a2,3)Gal(β1,3)GlcNAc(β)

NeuAC(a2,6)Gal(β1,4)GlcNAc(α)

NeuAC(a2,6)Gal(β1,4)GlcNAc(β)

NeuAC(a2,3)Gal(β1,4)GlcNAc(α)

Fuc(α1,2)[Gal(β1,4)]GlcNAc(β)

Fuc(α1,2)[Gal(β1,4)]GlcNAc(α)

Fuc(α1,6)[Man(β1,4)GlcNAc(β1,4)]GlcNAc(β)

Man(β1,4)GlcNAc(β1,4)GlcNAc(β)

Man(α1,2)Man(α1,2)Man(α)

Man(α1,3)Man(α1,2)Man(α1,2)Man(α)

Gal(α1,3)Gal(β1,4)GlcNAc(β)

GalNAc(α1,3)[Fuc(α1,2)]Gal(β)

GalNAc(β1,4)[NeuAC(a2,3)]Gal(β1,4)GlcNAc(β)

GlcA(β1,3)Gal(β1,3)Gal(β1,4)Xyl(β)

GlcNAc(β1,6)Gal(β1,4)GlcNAc(β)

GlcNAc(β1,6)GalNAc(β1,3)Gal(α)

GlcNAc(β1,2)Man(α1,3)[Man(α1,6)]Man(β)

GlcNAc(β1,2)Man(α1,3)[Man(α1,6)]Man(β)

NeuAC(α2,6)GalNAc(α)

Fuc(α1,2)Gal(β)

Fuc(α1,2)[Gal(β1,4)]GlcNAc(β)

Fuc(α1,6)GlcNAc(β)

Fuc(α1,3)Glc(β)

Fuc(α1,4)GlcNAc(β)
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Fuc(α1,3)GlcNAc(β)

Gal(β1,3)GlcNAc(α)

Gal(β1,3)GlcNAc(β)

Gal(β1,4)Xyl(β)

Gal(β1,3)GlcNAc(β)

GlcNAc(β1,3)GalNAc(β)

GlcNAc(β1,3)GalNAc(α)

GlcNAc(β1,4)GlcNAc(α)

GlcNAc(β1,4)GlcNAc(β)

GlcNAc(β1,6)Gal(α)

GlcNAc(β1,6)Gal(β)

GlcNAc(β1,3)Gal(α)

GlcNAc(β1,3)Gal(β)

Gal(β1,3)GlcNAc(β1,3)Gal(β1,4)Glc(β)

Gal(β1,4)GlcNAc(β1,3)Gal(β1,4)Glc(β)

Gal(β1,3)GlcNAc(β1,3)Gal(β)

Gal(β1,4)GlcNAc(β1,6)Gal(β)

Gal(β1,4)GlcNAc(β1,3)Gal(β)

Fuc(α1,3)GlcNAc(β1,6)Gal(β)

Fuc(α1,4)GlcNAc(β1,3)Gal(β)

Fuc(α1,2)Gal(β1,3)GlcNAc(β)

Fuc(α1,2)Gal(β1,4)GlcNAc(β)

Fuc(α1,3)GlcNAc(β1,3)Gal(β)

Fuc(α1,3)GlcNAc(β1,3)Gal(β1,4)Glc(β)

Fuc(α1,4)GlcNAc(β1,3)Gal(β1,4)Glc(β)

Fuc(α1,3)GlcNAc(β1,6)Gal(β1,4)Glc(β)

Gal(β1,4)GlcNAc(β1,6)Gal(β1,4)Glc(β)

Gal(β1,4)GlcNAc(β1,3)Gal(β1,4)Glc(β)

Gal(β1,3)GlcNAc(β1,6)Gal(β1,4)Glc(β)

Fuc(α1,2)Gal(β1,3)GlcNAc(β1,3)Gal(β)

Fuc(α1,2)Gal(β1,4)GlcNAc(β1,3)Gal(β)

GlcNAc(β1,3)Gal(β1,4)GlcNAc(β1,3)Gal(β)

Fuc(α1,2)[Gal(β1,4)]Glc(β)

Fuc(α1,3)[Gal(β1,4)]GlcNAc(β)
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GlcNAc(β1,3)[GlcNAc(β1,6)]Gal(β)

Fuc(α1,4)[Gal(β1,3)]GlcNAc(β)

GlcNAc(β1,3)[GlcNAc(β1,6)]Gal(β)

Fuc(α1,3)[Gal(β1,4)]GlcNAc(β1,3)Gal(β)

Fuc(α1,3)[Fuc(α1,2)Gal(β1,4)]GlcNAc(β)

Fuc(α1,4)[Gal(β1,3)]GlcNAc(β1,3)Gal(β)

Fuc(α1,2)Gal(β1,4)[Fuc(α1,3)]GlcNAc(β)

Fuc(α1,3)[GlcNAc(β1,3)Gal(β1,4)]GlcNAc(β)

GlcNAc(β1,6)[GlcNAc(β1,3)]Gal(β1,4)Glc(β)

Fuc(α1,3)GlcNAc(β1,6)[GlcNAc(β1,3)]Gal(β)

Fuc(α1,3)[Gal(β1,4)]GlcNAc(β1,6)Gal(β)

GlcNAc(β1,6)[Gal(β1,3)GlcNAc(β1,3)]Gal(β)

Fuc(α1,6)GlcNAc(β)

GlcNAc(β1,4)GlcNAc(β)

Man(α1,4)GlcNAc(β1,4)GlcNAc(β)

Man(α1,6)Man(α1,4)GlcNAc(β1,4)GlcNAc(β)

Man(α1,3)Man(β1,4)GlcNAc(β1,4)GlcNAc(β)

GlcNAc(β1,4)[GlcNAc(β1,2)]Man(α)

Fuc(α1,6)[GlcNAc(β1,4)]Man(α)

Gal(β1,4)GlcNAc(β1,4)[GlcNAc(β1,2)]Man(α)

GlcNAc(β1,4)[Gal(β1,4)GlcNAc(β1,2)]Man(α)

Man(α1,4)GlcNAcβ1,4[Fuc(α1,6)]GlcNAc(β)

Gal(β1,4)GlcNAc(β)

Gal(α1,3)Gal(β1,4)GlcNAc(β)

Gal(β1,4)[Fuc(α1,3)]GlcNAc(β)

NeuAC(α2,3)Gal(β1,4)[Fuc(α1,3)]GlcNAc(β)

Gal(β1,4)GlcNAc(β1,3)Gal(β1,4)GlcNAc(β)

Glc(β1,3)Glc(β)

Glc(β1,2)Glc(β)

Glc(β1,6)Glc(β)

Glc(α1,2)Glc(α)

Glc(α1,3)Glc(α)

Glc(α1,4)Glc(α)

Glc(α1,6)Glc(α)
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Ara(α1,2)Ara(α)

Ara(α1,5)Ara(α)

Ara(α1,2)Glc(β)

Ara(α1,3)Glc(β)

Ara(α1,4)Glc(β)

Ara(α1,6)Glc(β)

Xyl(α1,2)Man(α)

Man(α1,2)Man(α)

Man(α1,3)Man(α)

Man(α1,6)Man(α)

Gal(α1,2)Gal(α)

Gal(α1,3)Gal(α)

Gal(α1,4)Gal(α)

Gal(α1,6)Gal(α)

Gal(β1,2)Gal(β)

Gal(β1,3)Gal(β)

Gal(β1,6)Gal(β)

NeuAc(α2,3)Gal(β1,3)GalNAc(α)

NeuAc(α2,6)Gal(β1,3)GalNAc(α)

NeuAc(α2,3)Gal(β1,4)GlcNAc(α)

NeuAc(α2,3)Gal(β1,3)[NeuAc(α2,6)]GalNAc(α)

NeuAc(α2,8)NeuAc(α2,3)Gal(β)

Man(β1,4)GlcNAc(β1,4)[Fuc(α2,6)]GlcNAc(β)

GlcNAc(β1,4)[Fuc(α2,6)]GlcNAc(β)

Man(α1,3)Man(α1,2)Man(α1,2)Man(α)

Man(α1,2)Man(α1,2)Man(α)

Man(α1,3)[Man(α1,6)]Man(β1,4)GlcNAc(β)

Man(β1,4)GlcNAc(β)

Gal(β1,6)Gal(β1,4)Gal(β1,4)Glc(β)

Gal(β1,3)Gal(β1,4)Xyl(β)

Gal(α1,3)[Fuc(α1,2)]Gal(β1,4)

Gal(β1,4)GlcNAc(β1,6)Gal(β)

GalNAc(β1,3)Gal(β1,4)Gal(β1,4)Glc(β)

GalNAc(β1,4)Gal(β1,4)Glc(β)
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GalNAc(α1,3)[Fuc(α1,2)]Gal(β1,4)

Gal(β1,3)Gal(β1,4)Xyl(β)

GlcNAc(β1,3)Gal(β1,3)GalNAc(β)

GlcNAc(β1,6)Gal(β1,3)GlcNAc(β)

GlcNAc(β1,3)Gal(β1,4)GlcNAc(β)

GlcNAc(β1,6)[Gal(β1,3)]GalNAc(β)

GlcNAc(β1,3)[GlcNAc(β1,6)]GalNAc(β)

GlcNAc(β1,3)[GlcNAc(β1,6)]Gal(β)

Xyl(α1,3)Glc(β)

Xyl(α1,3)Xyl(α1,3)Glc(β)

Gal(β1,3)GalNAc(β)

Gal(β1,3)GlcNAc(β)

GlcNAc(β1,3)GalNAc(β).

24. Biblioteca de hidratos de carbono según la reivindicación 1, en la que al menos algunos de dichos monosacá-
ridos están en configuración alfa.

25. Biblioteca de hidratos de carbono según la reivindicación 1, en la que al menos algunos de dichos monosacá-
ridos están en configuración beta.

26. Biblioteca de hidratos de carbono según la reivindicación 1, en la que al menos algunos de dichos monosacá-
ridos están sulfatados.

27. Método de producción de una biblioteca combinatoria de hidratos de carbono direccionable, comprendiendo el
método:

(a) proporcionar un soporte sólido único plano que tiene una pluralidad de posiciones direccionables; y

(b) sintetizar enzimáticamente una pluralidad de estructuras de hidratos de carbono sobre dicho soporte sólido
único plano, en la que cada una de dicha pluralidad de estructuras de hidratos de carbono se compone de
monosacáridos, de tal modo que se define una estereoespecificidad de cada enlace que interconecta dichos
monosacáridos por dicha posición direccionable sobre dicho soporte sólido único plano, produciéndose así
la biblioteca de hidratos de carbono direccionable.

28. Método según la reivindicación 27, en la que dicha biblioteca combinatoria de hidratos de carbono direcciona-
ble es la biblioteca combinatoria de hidratos de carbono direccionable según las reivindicaciones 1-26.

29. Método de identificación de un hidrato de carbono que puede unirse a una entidad, comprendiendo el método
las etapas de:

(a) producir una biblioteca combinatoria de hidratos de carbono direccionable mediante:

(i) proporcionar un soporte sólido único plano que tiene una pluralidad de posiciones direccionables; y

(ii) sintetizar enzimáticamente una pluralidad de estructuras de hidratos de carbono sobre dicho soporte
sólido único plano, en la que cada una de dicha pluralidad de estructuras de hidratos de carbono se
compone de monosacáridos, de tal modo que se define una estereoespecificidad de cada enlace que
interconecta dichos monosacáridos por dicha posición direccionable sobre dicho soporte sólido único
plano, produciéndose así la biblioteca de hidratos de carbono direccionable; y

(b) seleccionar dicha biblioteca de hidratos de carbono direccionable con la entidad para identificar el hidrato
de carbono que puede unirse a la entidad.

30. Método según la reivindicación 29, en el que dicha biblioteca combinatoria de hidratos de carbono direcciona-
ble es la biblioteca combinatoria de hidratos de carbono direccionable según las reivindicaciones 1-26.
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31. Método según la reivindicación 29, en el que dicha entidad se selecciona del grupo que consiste en proteínas
codificadas por una biblioteca EST y proteínas extraídas de una fuente natural.

32. Método de identificación de glucomarcadores asociados con una enfermedad o estado, comprendiendo el mé-
todo:

(a) sintetizar enzimáticamente una biblioteca combinatoria de hidratos de carbono direccionable que represen-
ta los glucomarcadores, en la que dicha biblioteca de hidratos de carbono direccionable comprende una
pluralidad de estructuras de hidratos de carbono, uniéndose cada una a una posición específica y direccio-
nable de un soporte sólido único plano, en la que cada una de dicha pluralidad de estructuras de hidratos de
carbono se compone de monosacáridos, de tal modo que se define una estereoespecificidad de cada enlace
que interconecta dichos monosacáridos por dicha posición direccionable sobre dicho soporte sólido único
plano;

(b) hacer reaccionar dicha biblioteca de hidratos de carbono direccionable con una muestra derivada de un
individuo sano para generar así un perfil de anticuerpos anti-glucano de dicho individuo sano;

(c) hacer reaccionar dicha biblioteca de hidratos de carbono direccionable con una muestra derivada de un
individuo enfermo para generar así un perfil de anticuerpos antiglucano de dicho individuo enfermo;

(d) identificar anticuerpos que están presentes en dicho perfil de anticuerpos antiglucano de dicho individuo
enfermo y no en dicho perfil de anticuerpos antiglucano de dicho individuo sano, identificándose así los
glucomarcadores asociados con una enfermedad o estado.

33. Método según la reivindicación 32, en el que dicha biblioteca combinatoria de hidratos de carbono direcciona-
ble es la biblioteca combinatoria de hidratos de carbono direccionable según las reivindicaciones 1-26.

34. Método según la reivindicación 32, en la que dicha muestra es una muestra de suero o una muestra de orina.

35. Método según la reivindicación 32, en el que la enfermedad se selecciona del grupo que consiste en cáncer,
enfermedades cardiovasculares y trasplantes.
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