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DESCRIPCION

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

La presente invencién se refiere a una biblioteca combinatoria de hidratos de carbono direccionable producida
enzimdticamente in sifu segin la reivindicacion 1, un método de produccién de una biblioteca combinatoria de hidratos
de carbono direccionable segin la reivindicacion 27, un método de identificacion de un hidrato de carbono segtn la
reivindicacién 29, un método de identificacién de glicomarcardores segtn la reivindicacién 32.

La presente invencion se refiere a bibliotecas combinatorias de hidratos de carbono complejos y métodos para la
fabricacion y uso de las mismas y, mds particularmente, a bibliotecas de este tipo preparadas sobre un soporte sélido
por medio de sintesis enzimadtica por etapas, para proporcionar asi una serie combinatoria de estructuras de hidratos
de carbono complejos. Las bibliotecas combinatorias de hidratos de carbono complejos sintetizadas segin la presente
invencién pueden aprovecharse de muchas maneras, incluyendo, pero no limitdndose a, (i) identificacién de farmacos
de hidratos de carbono complejos; (ii) identificacién de proteinas o receptores asociados a hidratos de carbono com-
plejos como posibles nuevas dianas relacionadas con hidratos de carbono para farmacoterapia; (iii) identificaciéon de
hidratos de carbono complejos bioldgicamente activos; (iv) identificacion de elementos especificos de hidratos de car-
bono estructurales complejos como posibles nuevas dianas para farmacoterapia; (v) identificacion de sitios activos de
estructuras conocidas de hidratos de carbono complejos; (vi) identificacién de nuevos glicomarcadores en estructuras
de hidratos de carbono complejos; y (vii) deteccidn de anticuerpos formados frente a un glicoepitopo relacionado con
céncer o glicoantigenos relacionados con otras enfermedades.

Descubrimiento de farmacos

La investigacién y desarrollo farmacéutico modernos se establecieron con la transicién desde la medicina popular
hasta el descubrimiento y aislamiento de medicamentos usando la quimica moderna. Desde los afios 1950, el descu-
brimiento de fairmacos se centraba en someter a prueba grandes nimeros 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 fairmaco necesitaba la seleccién de diversas fuentes de compuestos para posibles actividades
terapéuticas. Estas fuentes incluian, por ejemplo, firmacos y compuestos quimicos conocidos para los que se busca-
ron actividades terapéuticas novedosas, caldos de fermentacién y compuestos excretados y/o extraidos de plantas u
organismos marinos, etc. (Granellin, 1992).

Durante los afios 1970 y 1980, los avances en los campos de la bioquimica, biologia molecular, biologia celular y
biologia estructural (y funcional) han conducido a un mejor entendimiento de los procesos bioquimicos y moleculares
que conducen al desarrollo y la progresién de diversas enfermedades. Esto, a su vez, ha conducido al desarrollo de
ensayos de seleccidon primaria basados en proteinas, que sustituyen a los métodos de seleccién que consumen mas
tiempo y son mas dificultosos para seleccionar los candidatos a firmaco en modelos animales (Nicholls, 1991).

Ademads, los avances en la cristalografia de rayos X y la quimica computacional, arrojaron nueva luz sobre los
procesos fisicos que gobiernan los acontecimientos de interaccion y reconocimiento molecular de los receptores y sus
ligandos, conduciendo al desarrollo de lo que se conoce como el enfoque de “disefio racional de farmacos” (Hendrick-
son, 1991).

Entendiendo la estructura tridimensional de péptidos y proteinas, y teniendo la capacidad de manipular tales es-
tructuras, las técnicas tanto practicamente a través de la modelizacién molecular como las fisicamente a través de la
clonacién molecular conducen a los investigadores al desarrollo de nuevos candidatos a formaco.

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

Como tal, en los primeros afios 1990, las empresas farmacéuticas y de biotecnologia lideres se volvieron hacia la
roboética y la automatizacién en un intento de complementar el enfoque del “disefio racional de farmacos”. La automa-
tizacién permitié un enfoque de “secuenciacion aleatoria (shotgun)” para el descubrimiento de farmacos, permitiendo
la seleccion ripida de cientos de miles de compuestos para determinar las actividades bioldgicas deseadas. El nue-
vo enfoque incorporaba (i) la combinatoria como fuente de compuestos novedosos; (ii) la gendmica como fuente de
dianas novedosas; y (iii) la seleccion de alto rendimiento (HTS, “high throughput screening”), como método para
seleccionar de manera cruzada diversos compuestos/dianas. Como resultado, el enfoque “de secuenciacién aleatoria”
permitié que los investigadores ignoraran los obstdculos técnicos asociados con el enfoque previo y se centraran en
temas tales como “;Qué hacer?” o “;Cudnta diversidad se requiere para producir un resultado positivo?”” (Hogan Jr.,
1997).

Bibliotecas combinatorias
En la bisqueda de candidatos a farmaco novedosos, los investigadores querian 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 aminodcidos o 4cidos nucleicos, se sintetizaron y seleccionaron para determinar posibles
candidatos a farmacos. Las bibliotecas combinatorias de tales compuestos novedosos o de dianas novedosas pueden
clasificarse en tres categorias principales.

La primera categoria 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 s6lido quimico, tal como microparticulas, perlas o una plataforma plana; (ii) presentarse mediante una fuente
biolégica (por ejemplo, bacteria o fago); y (iii) estar contenidas dentro de una disolucién. Ademads, las estructuras
tridimensionales de diversas moléculas combinatorias generadas por ordenador pueden seleccionarse por medio de
métodos computacionales (Gaasterland, 1998).

Ademds, las bibliotecas combinatorias pueden clasificarse segun el tipo de moléculas representadas en la biblio-
teca, que puede incluir, (i) moléculas quimicas pequenas; (ii) 4cidos nucleicos (ADN, ARN, etc.); (iii) péptidos o
proteinas; y (iv) hidratos de carbono.

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

Las bibliotecas combinatorias puestas como ejemplo mediante cualquiera de los métodos de sintesis anteriores
pueden caracterizarse ademas mediante: (i) modos de sintesis paralela o separada; (ii) complejidad y tamafio de las
moléculas; (iii) tecnologia de la seleccion; y (iv) grado de automatizacién en la preparacién/seleccion.

En el método de sintesis separada, se divide una biblioteca combinatoria que se sintetiza, por ejemplo, sobre una
superficie de microparticulas o perlas, en grupos en los que se une un primer bloque estructural de sintesis tinico a
las perlas. Entonces se combinan los grupos de perlas y se separan para formar nuevos grupos de diversidad unica,
después se afiade el siguiente bloque estructural, y se repite el proceso hasta que se consigue la complejidad deseada.
En el método de sintesis paralela, cada uno de los compuestos de la biblioteca combinatoria se sintetiza por separado,
en una disolucién o se inmoviliza a una matriz, requiriendo un régimen de sintesis unico 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. Ademds, varios pardmetros adicionales también pueden
determinar la complejidad de una biblioteca combinatoria. Estos pardmetros incluyen (i) el tamafio molecular del pro-
ducto de sintesis final (por ejemplo, oligdmero o molécula quimica pequefia); (ii) el nimero de enlaces que se crean
en cada etapa de sintesis (por ejemplo, un enlace frente a varios enlaces especificos al mismo tiempo); (iii) el niimero
de distintas etapas de sintesis 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 limitdndose a, 4dcidos nucleicos y aminodcidos e hidratos de carbono. Debido a la complejidad del tipo de
enlace sencillo inherente, la sintesis de bibliotecas combinatorias de 4cidos nucleicos y aminodcidos normalmente
s6lo necesita un tipo de reaccidn de sintesis. Por otro lado, debido a la complejidad del tipo de enlace inherente, la
sintesis de bibliotecas combinatorias de hidratos de carbono complejos necesita una pluralidad de distintas reacciones
de sintesis.

Por tanto, la simplicidad y la repeticién de polimeros tanto de dcidos nucleicos como de aminodcidos, permiten un
método de sintesis relativamente simple para obtener una biblioteca combinatoria de constituyentes de este tipo. Por
otro lado, puesto que los oligosacdridos son estructuralmente mucho mas complejos, las bibliotecas combinatorias de
hidratos de carbono complejos son dificiles 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 mas de tres constituyentes de bloque estructural.

La evolucién de las bibliotecas combinatorias de dcidos nucleicos y aminodcidos ha necesitado la utilizacién de
técnicas de seleccion que sacan partido de la naturaleza unica de las bibliotecas de este tipo, de tal modo que puede
efectuarse la seleccion rdpida de bibliotecas diversificadas.

Por ejemplo, con el fin de identificar interacciones especificas entre una “sonda” y un constituyente de la biblioteca,
puede construirse una biblioteca de tal modo que se conoce o controla la identidad y posicién de cada constituyente
individual en la fase de sintesis. Las bibliotecas de este tipo se conocen como bibliotecas direccionables. Usando el
proceso de fotolitografia, pueden producirse bibliotecas sintetizables de manera paralela, espacialmente direcciona-
bles, dirigidas por luz de péptidos u oligonucleétidos (Ramsay, 1997). Ademads, se usan series microfabricadas de
camaras de reaccion cerradas con sistemas microfluidos para sintesis de “laboratorios en un chip” (“Lab on a chip”) de
bibliotecas direccionables quimicas o de oligonucleétidos (patentes de los EE.UU. nimeros 5.643.738; 5.681.484; y
5.585.069, que se incorporan en el presente documento como referencia). Utilizar tal tecnologfa direccionable permite
la determinacién, durante la sintesis, de la naturaleza y la posicién de los constituyentes de la biblioteca.
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En comparacion, 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 sintesis de separacién y combinacion (“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 composicién (Schullek, 1997).

Puesto que los métodos de seleccion 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 separacién
y combinacién. Para acelerar el andlisis de la molécula aislada de interés, el enfoque de bibliotecas marcadas con
etiqueta combina la sintesis de miembros de la biblioteca con la sintesis 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 robdticos y de miniaturizacién en ensayos de selec-
cién de alto rendimiento (HTS). En el pasado, los ensayos HTS fueron bisicamente ensayos de laboratorio ampliados
a escala. Como tal, y dependiendo de la diversidad de las moléculas seleccionadas, la adaptacién de un ensayo re-
lativamente simple a HTS implicaba la miniaturizacién y automatizacién del manejo de liquidos, de tal modo que
puede seleccionarse un gran niimero de moléculas independientes de manera relativamente rapida. En la actualidad, se
desarrollan y se ponen en practica enfoques mas integrados para HTS. Estos enfoques se denominan como “ultra-tec-
nologias” (UT, Sittampalam, 1997) o “nuevas tecnologias” (NT, Burbaum, 1997). Las metodologias HTS de este tipo
varian entre los métodos de sintesis paralela o de separacién y combinacién. En el método de sintesis de separacién
y combinacién, se usan las microparticulas tanto para la sintesis como para la seleccion mediante tratamiento previo
con reactivos de ensayo (Stinson, 1998). La mejora de los métodos de sintesis paralela necesita la miniaturizacién
adicional de la matriz de soporte (Cargill, 1997). Por ejemplo, si se someten a prueba 10° compuestos frente a 200
sondas cada afio, esto se traduce en 2 x 10® ensayos. Si se emplean tales ensayos a un volumen de pocillo de 100 ul
cada uno, conteniendo 10 ul del compuesto de prueba de un peso molecular aproximado de 500 g/mol, se requerirdn
aproximadamente dos millones de placas de microtitulacién de 96 pocillos, 20.000 litros de cada disolucién diana y
100 gramos de cada uno de los compuestos.

Por consiguiente, se han propuesto nuevas tecnologias para la miniaturizacién de la matriz de soporte. Las tecnolo-
gias de este tipo se dividen en formatos de recipiente abierto y cerrado. La tecnologia del recipiente abierto mantiene
la compatibilidad con las placas de 96 pocillos habituales y sigue una serie geométrica de N= n* x 96, en la que N
es el nimero de pocillos, y n es un nimero entero que describe la densidad de empaquetamiento posible de una se-
rie rectilinea. Siguiendo este razonamiento, el punto de equilibrio entre una limitacién 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 ul.

La seleccion de series mas grandes requiere la reduccién adicional del volumen de pocillo hasta cantidades de
nanolitros, que ademads necesita el uso del formato de recipiente cerrado para evitar la evaporacion. Usando técnicas
de fabricacion, que fueron las primeras en aplicarse en la industria de semiconductores, pueden efectuarse la sintesis
y el andlisis de volimenes de reaccidn de nanolitros, de tal modo que una tnica oblea de silicio de cuatro pulgadas
cuadradas puede soportar 10° sintesis y reacciones de bioensayo separadas (Cheng, 1998).

Los métodos de preparacion de las bibliotecas combinatorias de moléculas organicas pequefias sintetizadas qui-
micamente, tales como 4dcidos nucleicos (ADN, ARN y ARN antisentido), péptidos y biomiméticos de péptidos, tales
como peptoides y semipeptoides, etc., estdn ahora bien establecidos en la técnica y como tal se han demostrado las
tecnologias en la mayoria de las divisiones y categorias anteriores (véase la tabla 1 de a continuacién).

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 1

Clasificacion de bibliotecas combinatorias

Categoria Moléculas Acidos aminoacidos ates
quimicas nucleicos
pequefias
Plataforma
Disolucidn + + + +
Soporte quimico + + + +
Soporte + + + -
biolégico
Ordenador + + + -
Sintesis
Sintetizado + + + +
quimicamente
In vivo por - - + -
medio de
biologia
molecular
In vitro por + + + -

medio de
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sintesis
enzimatica

In silico por
medio de
algoritmo
informatico
Modo de
combinatoria
Separacidén y
combinacidén
Paralela
Complejidad
Bajo peso
molecular
Oligémero {(alto
peso molecular)
Un enlace a la
vez

Varios enlaces
a la vez

Un tipo de
reaccidén
Varios tipos de
reaccidn
Oligbmero
lineal

Una
ramificacidén en
la molécula
Moléculas
altamente
ramificadas
Métodos de
seleccidn

Aislamiento y

ES 2 277 588 T3

+ +
+ +
+ +
+ +
- +
+ +
+ -
+ +
+ -
- +
+ -
+ -
+ +
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analisis

Codificado + + + +
Espacialmente + + + -
direccionable

Automatizacidn

a) bibliotecas
de
microparticulas
Tratamiento + + + +
previo de las
perlas con el
ensayo de
seleccidn
Etiquetas por + + + -
radiofrecuencia

b) series

direccionables

Basadas en 96 + + + -
pocillos

HTS-NT + + + -
Leyenda: +: disponible; -: no disponible

A pesar de la abundancia de hidratos de carbono en la naturaleza y su papel importante en muchos procesos
biolégicos, no se han demostrado bibliotecas de hidratos de carbono complejos y altamente diversificados (Borman,
1996). Ademds, aunque hace casi 30 afios que se propuso la sintesis quimica en fase sélida de productos con enlaces
glicosidicos (Frechest, 1971, 1972; Guthrie, 1971), la sintesis quimica de bibliotecas combinatorias de hidratos de
carbono s6lo se ha demostrado en los dltimos afios, y debido a las limitaciones de la sintesis quimica tal como se
detalla adicionalmente mds adelante en el presente documento, las bibliotecas de este tipo constituyen series bastante
simples de constituyentes de trisacarido no marcados con etiqueta solubles.

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

Boons y colaboradores informaron de un enfoque de sintesis quimica algo mas directa. Para garantizar la formacién
de enlaces glicosidicos regioespecificos, sintetizaron diez aceptores de disacdrido protegidos que contenian cada uno
un grupo hidroxilo libre. Cada aceptor protegido se hizo reaccionar por separado con un donador de glicosilo para
formar 32 disacéridos definidos. Entonces, se mezclaron los productos de disacédrido, se emple6 un procedimiento de
desproteccién y se separd la mezcla en cuatro subgrupos. Entonces se hizo reaccionar cada subgrupo con un donador
diferente para obtener cuatro bibliotecas, conteniendo cada una 64 trisacaridos. Finalmente, se separaron los productos
mediante un tedioso procedimiento de cromatografia de exclusidon por tamafios (Boons, 1996).

La sintesis quimica de un biblioteca combinatoria de hidratos de carbono sobre un soporte s6lido se demostré por
Kahne y colaboradores (Liang, 1996). La patente de los EE.UU. n°® 5.700.916 ensefia, a este respecto, una bibliote-
ca de hidratos de carbono que consiste en 1300 di y trisacdridos marcados con etiqueta. Se sintetizé esta biblioteca
usando el enfoque de separacién y combinacién acoplando 12 donadores de glicosilo diferentes a seis aceptores dife-
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rentes unidos a polimeros empleando métodos de glicosilacidn que incorporan sulf6xido anomérico como donador de
glicosilo.

También se describieron métodos quimicos de preparacion de bibliotecas combinatorias de hidratos de carbono por
otros grupos de investigacién 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 nitimero 5.780.603). Los métodos anteriores describen bibliotecas de hidratos de carbono
preparadas quimicamente en las que los constituyentes de hidratos de carbono se unen a un resto que no es azicar
por medio de un enlace glicosidico, o alternativamente constituyentes de hidratos de carbono de baja complejidad
estructural tales como cadenas polivalentes de longitud uniforme ditetrasacaridos con de 0-1 ramificaciones.

Mais recientemente, un mimético de oligosacarido sintético demostré poder sustituir a los enlaces glicosidicos por
enlaces de amida, formando asi “carbopeptoides” (Nicolaou, 1995) y “glucétidos” (McDevitt, 1996), o con enlaces
fosfodiéster, formando asi los “carbonucleétidos” (Nicolaou, 1995). Aunque estas formas miméticas de sacdrido son
estructuralmente mas complejas que los hidratos de carbono previamente sintetizados, sus niveles de complejidad

estan lejos de los de los hidratos de carbono que se producen naturalmente (por ejemplo, véase la figura 1).

Wong y colaboradores (Wong, 1998) sintetizaron quimicamente bloques estructurales de niicleo con cuatro grupos
protectores diferentes que pueden eliminarse de manera selectiva, para obtener un mimético de pentasacdrido con
cuatro enlaces glicosidicos ortogonales.

Aunque se han sintetizado bibliotecas de hidratos de carbono de complejidad limitada usando diversos métodos
quimicos, no se ha producido todavia 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). Ademads, no se ha propuesto ni tratado nunca por la técnica anterior la sintesis de bibliotecas de este tipo
usando un enfoque de sintesis paralela direccionable que permitiera la seleccion rdpida de los constituyentes de la
biblioteca (véase la tabla 1 anterior).

Esto se debe posiblemente al hecho de que los métodos de sintesis quimica atin se forman mediante las estrategias
clasicas de proteccidn/desproteccion selectiva, haciendo que la longitud de la molécula sintetizada sea el principal
contribuyente a la complejidad de la misma (Grout, 1998). Se calcul6 que para englobar todos los posibles isémeros
lineales y ramificados de un oligosacdrido hexamérico, se necesitarian mds de 10'> formas estructurales distintas
(Laine, 1994). La sintesis de una serie de este tipo no serfa practica mediante un método de sintesis quimica que utiliza
grupos de proteccién/desproteccién selectiva. En un método de este tipo, es inevitable la formacién de mezclas de
anémeros que inhabilitan o terminan la formacién de cadena especifica hidratos de carbono dirigida, y como tal es
imposible controlar la formacién de tales centros anoméricos generados durante la sintesis.

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

Las enzimas son biocatalizadores de alta fidelidad que estdn en uso frecuente en la sintesis de compuestos orgdni-
cos. Como tal, las enzimas pueden emplearse en un método de sintesis de hidratos de carbono que evite las limitaciones
mencionadas anteriormente inherentes a los métodos de sintesis quimica de la técnica anterior. La sintesis enzimdtica
de enlaces glicosidicos presenta alta estereo y regioselectividad, y como tal, el empleo de enzimas en la sintesis de
hidratos de carbono complejos suprime la necesidad de mondémeros protegidos e invalida los problemas inherentes a
la incorporacién de bloques estructurales protegidos de este tipo (Grout, 1998).

La naturaleza emplea cuatro tipos de enzimas para la biosintesis in vivo de enlaces glicosidicos (véase la tabla 2 de
a continuacién). La divisién comun bésica segrega estas enzimas segun 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 biosintesis de la mayoria de las glicoproteinas
unidas a N'y O y otros glicoconjugados en sistemas de mamiferos. La ruta de unién a N implica una biosintesis inicial
de un producto intermedio de dolicol-pirofosforil-oligosacarido en el reticulo endoplasmico mediante las manosil y N-
acetilglucosiltransferasas. Ademads, esta estructura de oligosacdrido experimenta la glucosilacién y después se trans-
fiere por medio de una oligosacaridotransferasa a residuos de asparagina de una cadena peptidica 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 pentasacdrido de nicleo. Entonces se afiaden secuencialmente monosacaridos adicionales
mediante glicosiltransferasas en el AG, en un proceso conocido como glicosilacién unida a O, que se inicia en el AG
mediante la adicién de un monosacdrido a serina o treonina por medio de un enlace glicosidico y continua mediante la
adicién secuencial de monosacaridos (Kornfeld, 1985). Las glicosiltransferasas de la ruta de Leloir utilizan sélo ocho
azicares de nucledsido como donadores de monosacdrido para la sintesis de la mayoria de los oligosacéridos (véase
la tabla 3 de a continuacion).
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TABLA 2

enlaces glicosidicos

Tipos de enzimas gque se usan para la sintesis in vivo de

Tipo de enzima Grupo saliente Referencia
Fosforilasa -0-PO; Hassid, 1950
Glicosgidasa ~OR; F o -OH Nilsson, 1988

Transglicosidasa -O-azGcar o -O-R Schenkman, 1991
Glicosiltransferasa | -O-UDP; -0-GDP; -0- Hunez, 1980
CMP
TABLA 3

Glicosiltrangsferasas de la ruta de Leloir

BEnzima

Donador

Glucosiltransferasa

Glce)

Uridindifosfato-glucosa (UDP-

N-acetilglucosaminiltransferasa

GlcNAc)

Uridindifosfato-N-

acetilglucosamina (UDP-

Galactosiltransferasa

(UDP-Gal)

Uridindifosfato-galactosa

N-

acetilgalactosaminiltransferasa

GalNAc)

Uridindifosfato-N-

acetilgalactosamina (UDP-

Manosiltransferasa

(GDP-Man)

Guanidindifosfato-manosa

Fucosiltransferasa

(GDP-Fuc)

Guanidindifosfato-fucosa

Acido glucurénico tranferasa

Uridindifosfato-4acido

glucurdnico (UDP-GlcUA)

Sialiltransferasa

Citosindifosfato-acido N-

acetilneuraminico (CMP-NeuAc)

La ruta que no es de Leloir emplea monosacaridos adicionales, tales como aztcares anidnicos o sulfatados que
también se encuentran en células de mamiferos. Una combinacion diversa de monosacaridos atin adicionales que no
se utilizan en ninguna ruta (por ejemplo, ramnosa y arabinosa; véase la tabla 4 de a continuacidn) también estd presente
en microorganismos, plantas e invertebrados (Oths, 1990; Mengling, 1998).
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TABLA 4

Monosacaridos presentes s85lo en microorganismos y plantas

(Gleeson, 1988)

Monosacaridos encontrados en

microorganismos y en plantas,

Monosacaridos encontrados en

microorganismos, plantas y en

pero no en animales animales
Arabinosa Glucosa
Apiosa Galactosa
Fructosa Manosa
Acido galacturdnico Fucosa
Ramnosa Xilosa

Acido acérico (3-C-carboxi-5-

N-acetilglucosamina

deoxil-xilosa)

N-acetilgalactosamina

Acido glucurénico

Se han propuesto dos estrategias principales para la sintesis in vitro catalizada por enzimas de oligosacdaridos. Segin
la primera estrategia, se emplean glicosidasas o glicosilhidrolasas en una reaccién de hidrélisis inversa (documentos
WO 87/05936; W0O98/40512; y patente de los EE.UU. nimero 5.532.147, Nilsson, 1988 y 1996; Watt, 1997), mientras
que segln la segunda estrategia se emplean glicosiltransferasas en un método de sintesis 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. niimero 5.583.042; y el documento WO 96/32492), se aprovechd para la sintesis de un intervalo
muy estrecho de moléculas de oligosacéridos, que oscilaban de desde 2 hasta 5 unidades de tamafio utilizando siete de
las ocho especies de monosacdridos de Leloir formadas con s6lo 0-1 enlaces de ramificacion.

En la naturaleza, el uso en combinacion de los cuatro tipos de enzimas (véase la tabla 2 anterior) produce una serie
compleja de oligosacdridos. Por otro lado, se registraron muy pocas descripciones de métodos combinados de sintesis
enzimdtica in vitro de enlace glicosidico.

Los métodos de este tipo pueden incorporar, en combinacion, una glicosidasa y una glicosiltransferasa (3-galac-
tosidasa y una (2,6)-sialiltransferasa) para producir un intervalo estrecho de productos de oligosacaridos (Herrmann,
1993; Nilsson 1988). Alternativamente, también puede usarse una transglicosidasa en combinacién con las enzimas
anteriores (por ejemplo, trans-sialidasa de Trypanosoma cruzi, Schenkman, 1991). También se ha descrito ya en los
afios 50, la utilizacion de la fosforilasa para transferir un donador de 1-fosfato de aziicar a 2-ceto-azicares (Hassid,
1950) pero no se continué mas esta estrategia.

La sintesis enzimadtica de hidratos de carbono complejos sobre un soporte sélido se propuso por primera vez en los
afios 80 por Zehavi et al. (1983 y 1984). Zehavi y los colaboradores unieron una unidad glicosilica a 3-nitrobenzoato
de 4-hidroximetilo para crear un ligador fotoldbil. Este ligador de sacaridos se acopl6 a un soporte compatible en agua
amino funcionalizado, tal como el polimero de gel de poliacrilamida o poli(alcohol vinilico), por medio de un enlace
amida (Zehavi, 1984). Entonces, el glicésido unido al polimero se galactosil6 usando la 1,4-galactosiltransferasa.

Combinando las etapas de la sintesis quimica junto con etapa de alargamiento enzimdtico de la cadena de azicar,
se ha efectuado la sintesis quimioenzimadtica en fase sélida del antigeno glicopeptidico de Lewis X (Halcomb, 1994;
Seitz, 1997), asf como la sintesis de un conjugado de aspargina de undecasacdrido sialilado, en el que se afiadi6 enzi-
maticamente el residuo @-2,6 sialilo a un decasacarido sintetizado quimicamente (Unverzagt, 1996). Ademds, también
se ha llevado a cabo la sintesis enzimdtica de un antigeno X de Lewis sialilado sobre un soporte de silice activada
(Schuster, 1994). Este glicopéptido se cred con rendimientos relativamente altos mediante tres etapas de glicosilacién
enzimatica repetitivas que dieron como resultado cuatro unidades de sacédridos unidas en el péptido. También se infor-
mo un excelente rendimiento para la sintesis de un glicopéptido por medio de la glicosilacion enzimatica de un soporte
s6lido de copolimero de polietilenglicol-poliacrilamida (Meldal, 1994).
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Hasta la fecha, el descubrimiento de nuevos agentes farmacéuticos derivados de hidratos de carbono todavia se
queda muy atrds que el de otras clases de moléculas, tales como las proteinas. Este retraso se atribuye principalmente
a la falta de disponibilidad de un método de sintesis eficaz y global aplicable para producir especies de hidratos de
carbono complejos y diversos. Puesto que los hidratos de carbono son dificiles 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 bioquimica y quimica médica de
los hidratos de carbono: (i) interferencia especifica con la biosintesis de la pared celular bacteriana (Mengling, 1998);
(ii) marcadores Unicos para tumores malignos (Orntoft, 1995; Kobata, 1998); y (iii) participaciéon de los marcadores
de oligosacdaridos de la superficie celular en la comunicacién célula a célula, la adhesion celular, la infeccién celular y
la diferenciacion celular (Simon, 1996).

Estos aspectos de la bioquimica y quimica médica de hidratos de carbono se estudiaron usando especies de hidratos
de carbono complejos sintetizados quimicamente. 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 sintesis quimica 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 unicas) que se derivaron
de articulos publicados y se recopilaron por el Georgia University Project-Complex Carbohydrate Research Center
(CCRO) (centro de investigacion de hidratos de carbono complejos del proyecto de la Universidad de Georgia). Estos
hidratos de carbono se agrupan segin su complejidad en la figura 2. Més del 58% de las entradas son estructuras
moleculares ramificadas que son practicamente imposibles de sintetizar usando los métodos de sintesis quimica de
hoy dia. La figura 3 es un histograma que representa la distribucién, en porcentajes, del nimero de residuos de aziicar
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 mds residuos, no se ha practicado extensivamente la
sintesis quimica o enzimadtica de los hidratos de carbono complejos de este tipo, en particular no en el contexto de una
biblioteca. Ademads se agravan las dificultades cuando se desea construir una biblioteca combinatoria de entidades de
este tipo, necesitando la sintesis paralela de una multitud de hidratos de carbono complejos. Como tal, es de un reto
primordial usar los métodos de sintesis quimica de hoy dia 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,
pag. 1520-1522, describe una biblioteca de hidratos de carbono en fase s6lida sintetizada y seleccionada frente a lectina
de Bauhinia purpurea. La biblioteca, que contiene aproximadamente 1300 di y trisacaridos, se sintetiz6 con codifica-
cién quimica en resina TentaGel, de tal modo que cada perla contenia un tinico hidrato de carbono. Se han identificado
dos ligandos que se unen de manera mas ajustada a la lectina que Gal-$-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 presentacién polivalente de los hidratos de carbono de la
superficie celular, la seleccion puede mostrarse especialmente valiosa para el descubrimiento de nuevos compuestos
que se unen a proteinas que participan en la adhesién celular.

Schuster et al, “Solid-Phase Chemical-Enzymatic Synthesis of Glycopeptides and Oligosaccharides”, J. Am.
Chem. Soc. (1994) vol. 116, pdg. 1135-1136, describe un sistema en fase sélida que soporta tanto la sintesis qui-
mica de péptidos como el alargamiento de la cadena de azicar catalizado por la glicosiltransferasa y que permite
la sintesis rdpida y la liberacién controlada de glicopéptidos. Las reacciones de glicosilacién se realizan con buenos
rendimientos. El sistema también debe permitir la sintesis de oligosacdridos a medida que el resto peptidico puede
retirarse enzimdticamente 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 oligémeros de secuencia diferente o compuestos de moléculas pequefias de sustituyentes
diferentes. El método emplea sintesis paralela masiva mediante la adicién de subunidades o la adicién de sustituyen-
tes por etapas en una serie densa de tubos capilares. Las bibliotecas permiten la seleccion con alto rendimiento de
compuestos de la biblioteca o bien en fase sélida o bien en fase de disolucidn, y la identificacién relacionada con la
posicién de compuestos activos de la biblioteca.

El documento WO 95/03315 describe una biblioteca que comprende al menos seis moléculas diferentes que contie-
nen azucar seleccionadas de (i) hidratos de carbono derivados cada uno de al menos de dos monémeros de sacaridos,
e (ii) glicoconjugados. Una biblioteca de este tipo puede comprender disacaridos o trisacdridos lineales o ramificados.
Puede prepararse a partir de un compuesto que tiene al menos dos grupos OH que estdn modificados mediante grupos
de bloqueo que pueden retirarse independientemente. Un procedimiento novedoso comprende sintetizar un polisacdri-
do de férmula azicar,, representando n el nimero de unidades de mono y/u oligosacarido a partir de las cuales puede
derivarse el polisacdrido, comprende las etapas de acoplar azicar, con un conjugado de férmula Q-azicar,, siendo Q
un material polimérico o lipéfilo que puede retirarse, en un disolvente para obtener el conjugado; afiadir un no disol-
vente para obtener el conjugado resultante Q-azicar,-aztcar,; repetir dichas etapas n-2 veces, segiin sea necesario,
seleccionar el azicar 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 quimica combinatoria de hidratos de carbono e implica la
modificacién de moléculas organicas y/o sintesis de un gran nimero de productos que comprenden hidratos de carbono
y/o entidades glicomiméticas. Mds especificamente, la presente invencion se refiere a glicésidos de carbén activado
utiles para la modificacion de moléculas orgdnicas mediante la incorporacién de unidades de hidratos de carbono,
proporcionando la sintesis de un gran nimero de productos que tienen caracteristicas quimicas novedosas. Ademds,
la presente invencién se refiere a métodos para la generacion de compuestos quimicos que comprenden glicésidos
de carbono. Los métodos se describen para proporcionar series de moléculas grandes y para identificar especies que
actdan como agonistas o antagonistas de diversas actividades biolégicas, quimicas y otras.

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

Yamada et al CARBOHYDRATE RESEARCH (1997) vol. 305, n° 3-4, pdginas 443-461, se refiere a soportes
poliméricos de alto rendimiento para la sintesis asistida con enzimas de glicoconjugados.

Por tanto, existe una necesidad ampliamente reconocida de, y seria 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 enzimaticamente in situ se define en
la reivindicacién 1, el método de produccién de una biblioteca combinatoria de hidratos de carbono direccionable se
define en la reivindicacidn 27, un método de identificacion de un hidrato de carbono se define en la reivindicacién 29,
el método de identificacion de glicomarcadores se define en la reivindicacion 32.

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

Segtn otro aspecto de la presente invencién se proporciona un método de produccién de una biblioteca combina-
toria de hidratos de carbono direccionable, comprendiendo el método las etapas de (a) proporcionar un soporte tinico
s6lido plano que tiene una pluralidad de posiciones; y (b) sintetizar enzimdticamente una pluralidad de estructuras
de hidratos de carbono, uniéndose cada una de la pluralidad de estructuras de hidratos de carbono al menos a una
posicion dirigida de la pluralidad de posiciones, produciéndose asi la biblioteca combinatoria de hidratos de carbono
direccionable.

Segun las caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas de la invencidn que se describen a continuacion,
cada una de las estructuras de hidratos de carbono complejos direccionables se une a un soporte tnico sélido plano.

Segtn las caracteristicas aun adicionales en las realizaciones preferidas descritas, la unién de cada una de las
estructuras de hidratos de carbono direccionables al soporte tnico s6lido plano se efectiia mediante un ligador.

Segtn las caracteristicas alin adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el ligador incluye al menos dos
enlaces covalentes contiguos.

Segtn las caracteristicas atin adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el ligador se selecciona del grupo
que consiste en un aminodcido, un péptido, una proteina no glicosilada, un lipido, una ceramida, dolicol fosfato, una
ciclodextrina, un oligosacarido, un monosacdrido, una cadena alquilica y un dcido nucleico.

Segtin las caracteristicas atin adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el ligador es de una longitud de
al menos 20 Angstrom.

Segtn las caracteristicas atin adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el soporte sélido se selecciona
del grupo que consiste en una plataforma plana direccionable.

Segtin las caracteristicas ain adicionales en las realizaciones preferidas descritas, la plataforma plana se selecciona
del grupo que consiste en una placa de microtitulacién, una membrana y una chip.

Segtn las caracteristicas atin adicionales en las realizaciones preferidas descritas, la placa de microtitulacién es una
serie de cdmaras de reaccion cerradas microfabricadas direccionables, complementadas con sistemas de microfluido.
Las camaras de reaccion son preferiblemente de una densidad de 4-25 por cm cuadrado, teniendo cada una un volumen
de 50-1000 nanolitros.

Segtin las caracteristicas atin adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el soporte s6lido es un chip y en
la que ademas se disponen diferentes estructuras de hidratos de carbono de la pluralidad de estructuras de hidratos de
carbono direccionables en pequefias extensiones espaciadas en no mds de 2,25 mm centro a centro.

Segtn las caracteristicas atin adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el soporte tinico sélido plano

es de una sustancia seleccionada del grupo que consiste en poliestireno reticulado con divinilbenceno, copolimero de
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bloque de polietilenglicol - poliestireno, poliamidas, poliacrilamidas, polimetacrilamida, silice, vidrio, cuarzo, plastico
y celulosa.

Segtin las caracterfsticas atin 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 sacdridos contiguos de una unica
especie.

Segtn las caracteristicas atin adicionales en las realizaciones preferidas descritas, al menos una de la pluralidad de
estructuras de hidratos de carbono direccionables incluye al menos una ramificacion.

Segtn las caracteristicas aun adicionales en las realizaciones preferidas descritas, al menos una de las al menos
una ramificacién se forma de un centro idéntico y unidades de sacaridos de ramificacion.

Segtn las caracteristicas atin 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 sacéridos.

Segtin las caracteristicas atin adicionales en las realizaciones preferidas descritas, la pluralidad de estructuras de
hidratos de carbono direccionables es una representacion que incluye hidratos de carbono no naturales.

Segin las caracteristicas atn adicionales en las realizaciones preferidas descritas, la pluralidad de estructuras de
hidratos de carbono direccionables es una representacidon que incluye hidratos de carbono naturales.

Segtn las caracteristicas ain adicionales en las realizaciones preferidas descritas, los hidratos de carbono naturales
se derivan de una fuente humana.

Segtn las caracteristicas atn adicionales en las realizaciones preferidas descritas, la fuente humana se selecciona
del grupo que consiste en un tejido, células y fluidos corporales.

Segtn las caracteristicas atn adicionales en las realizaciones preferidas descritas, la pluralidad de estructuras de
hidratos de carbono direccionables es una representacién de dominios de al menos un hidrato de carbono natural.

Segtin todavia otro aspecto de la presente invencidn, se proporciona un método de identificacién 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 tnico sdlido plano que tiene
una pluralidad de posiciones; y (ii) sintetizar enzimaticamente una pluralidad de estructuras de hidratos de carbono,
uniéndose cada una de la pluralidad de estructuras de hidratos de carbono a al menos una posicién direccionable de
la pluralidad de posiciones, produciéndose asi 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.

Segln caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas de la invencion que se describen a continuacion,
la entidad es un candidato para obtener un material biol6gicamente activo, el método sirve para identificar un hidrato
de carbono que es una diana para el candidato para obtener un material biolégicamente activo.

Segtin las caracteristicas atin adicionales en las realizaciones preferidas descritas, la entidad es un ligando conocido
por unirse a un hidrato de carbono natural especifico y ademds en las que la biblioteca combinatoria de hidratos de
carbono direccionable es una representacion de dominios del hidrato de carbono natural especifico, el método sirve
para identificar un dominio especifico de los dominios que se une al ligando.

Segun las caracteristicas atin adicionales en las realizaciones preferidas descritas, la entidad es un posible farmaco.

Segtn atin otro aspecto de la presente invencidn, 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 0 no propios (i) proporcionando un soporte tnico sélido plano que tiene una pluralidad
de posiciones; y (ii) sintetizando enzimaticamente 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 posicién direccionable de las posiciones
direccionables, produciéndose asi 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 asi un patrén de las posiciones a las que se unen los anticuerpos, de
tal modo que comparando el patrén con un patrén conocido que caracteriza a un individuo sano, puede obtenerse un
diagnéstico del trastorno.

La presente invencion dirige satisfactoriamente los defectos de las configuraciones actualmente conocidas propor-
cionando bibliotecas combinatorias de hidratos de carbono complejos y métodos para su fabricacion y seleccion.
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Breve descripcion de los dibujos

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

La figura 1 es una férmula de un hidrato de carbono complejo de 14 unidades de monosacarido de cinco tipos
diferentes con tres puntos de ramificacion. Esta complejidad, que puede efectuarse mediante el método de la presente
invencién, no puede efectuarse mediante ninguno de los métodos de sintesis quimica o enzimatica actualmente cono-
cidos en la técnica. Esta figura muestra los tipos de monosacdrido por el nombre, los andmeros (centros reactivos) y
tipos de enlace, asi como los puntos de ramificacién.

La figura 2 representa un estudio estadistico sobre la apariciéon 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
articulos publicados y se recopilaron por el Proyecto de la Universidad de Georgia del CCRC, Centro de Investigacién
de Hidratos de Carbono Complejos. Cada sector del grafico de sectores mostrado representa, en porcentaje, el niimero
de ramificaciones (0-26) que aparecen en los hidratos de carbono complejos de la base de datos. Se realizé un anélisis
estadistico usando CarbBank 3.2.009.

La figura 3 es un histograma que representa la distribucion, en porcentajes, del niimero de residuos de aztcar
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 mas residuos, no se ha practicado extensamente la
sintesis quimica o enzimética 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 sintesis enzimética por etapas de la estructura de hidrato de carbono
complejo de la figura 1. En cada etapa, se enumera la reaccidon enzimdtica (RE) (véase la tabla 7 para detalles) y se
marca la unidad de monosacarido afiadida mediante un fondo gris. “S” representa el soporte sélido sobre el cual se
inmoviliza el hidrato de carbono complejo y se produce la reaccion de sintesis.

La figura 5 representa la inmovilizacién covalente de GlcNAc a Covalink NH activado con cloruro ciandrico,
inmovilizacién que constituye una primera etapa en la sintesis de una biblioteca de hidratos de carbono complejos
seglin las ensenanzas de la presente invencion.

La figura 6 representa la inmovilizacién covalente de GIcNAc a Covalink NH activado con NHS/EDC, inmovili-
zacion que constituye una primera etapa en la sintesis de una biblioteca de hidratos de carbono complejos segun las
ensefianzas de la presente invencion.

La figura 7a es un gréfico que representa la unién de WGA a PNP-GIcNAc acoplado a placas de Covalink NH en
presencia o ausencia de activacion con cloruro ciantrico; la unién se visualizé por medio de una peroxidasa conjugada
a WGA tal como se describe adicionalmente en la seccién de ejemplos.

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

La figura 7c es un grafico que representa la unién de WGA a GlcNAc acoplado a Covalink NH activado con
cloruro ciantrico; la unién se visualizé por medio de FITC conjugado a WGA tal como se describe adicionalmente en
la seccidén de ejemplos.

La figura 8a es un grafico que representa la union de WGA a BSA-GIcNAc que recubre las placas Maxisorb; la
unioén se visualizé por medio de una peroxidasa conjugada a WGA tal como se describe adicionalmente en la seccién
de ejemplos.

La figura 8b es un grafico que representa la unién descrita en la figura 8a como una funcién del nimero de etapas
de lavado empleadas.

La figura 8c es un grafico que representa la transferencia de S-D-galactosa a fenil-3-D-G1cNAc inmovilizado en
placa (ligador de 22 dtomos) tal como se verifica usando la unién de lectina ECorA.

La figura 9 representa las etapas enzimdticas requeridas para la sintesis de una biblioteca que consiste en las
estructuras descritas en la tabla 17 inmovilizadas en una placa, que explica resumidamente la organizacion de la placa
de microtitulacidn, las reacciones enzimdticas realizadas en cada etapa y los ensayos de unién a lectinas/anticuerpos.

La figura 10a es un grafico que representa la uniéon de RCA,, tras la incubacién con la mezcla de reaccién de
af1,4-galactosiltransferasa (D7) (Iinea continua) o tras una reaccién control (Iinea discontinua).

La figura 10b es un grafico que representa la unién a BS-1 tras la incubacién con una mezcla de reaccién de @1,3-
galactosiltransferasa (D3) (linea continua) o tras una reaccion control (linea discontinua).
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La figura 10c es un grafico que representa la unién a TGP tras la incubacién con una mezcla de reaccién de «1,3-
fucosiltransferasa VI (B2) (linea continua) o tras una reaccién control (linea discontinua).

La figura 10d es un gréfico que representa la unién a TML tras la incubacién con una mezcla de reaccién de @2,6-
sialiltransferasa (A2) (linea continua) o tras una reaccion control (linea discontinua).

La figura 10e es un grafico que representa la unién a TML tras la incubacién con una mezcla de reaccién de @2,3-
sialiltransferasa (A3) (linea continua) o tras una reaccion control (linea discontinua).

La figura 10f es un grafico que representa la unién a anti-IgM de ratén sialil-Lewis X tras la incubacién con la
mezcla de reaccidn de fucosiltransferasa VI (B2) (linea continua) o tras una reaccion control (linea discontinua).

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

La figura 12 es un gréfico que representa la unién de RCA,, a BSA-GIcNAc unido a placas Maxisorb en diversos
puntos de tiempo tras la incubacién con una mezcla de reaccién de 51,4-galactosiltransferasa (D7).

Descripcion de las realizaciones preferidas

La presente invencion se refiere a bibliotecas combinatorias de hidratos de carbono complejos y a los métodos para
la sintesis de las mismas, que pueden usarse para (i) identificar fairmacos de hidratos de carbono complejos; (ii) identi-
ficar proteinas 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 biol6gicamente activos;
(iv) identificar elementos de hidratos de carbono estructurales complejos especificos 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 cancer o glicoantigenos relacionados con otra enfermedad.

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

Antes de explicar al menos una realizacion de la invencidn en detalle, debe entenderse que la invencion no se
limita en su aplicacién para los detalles de construccién y la disposicién de los componentes expuestos en la siguiente
descripcion o ilustrados en los dibujos. La invencidn puede dar otras realizaciones o puede practicarse o llevarse a cabo
de diferentes maneras. También, debe entenderse que la fraseologia y terminologia empleada en el presente documento
es con el fin de describir y no debe considerarse como limitante.

Enzimas para la sintesis de bibliotecas de hidratos de carbono complejos

La sintesis enzimdtica de bibliotecas combinatorias de hidratos de carbono complejos segiin la presente invencién
se efectiia mediante glicotransferasas, glicosidasas y transglicosidasas. Estas enzimas pueden obtenerse de diferentes
fuentes usando diferentes estrategias tal como se describe en el presente documento a continuacion.

Enzimas derivadas de fuentes naturales: Hasta la fecha, se han caracterizado extensamente mas de doscientas
clases diferentes de glicosiltransferasas, transglicosidasas y glicosidasas activas en un gran nimero de sustratos y
donadores. Estas enzimas se encuentran en células de mamiferos, 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 asi la especificidad para el sustrato aceptor de cada una de las enzimas recombinantes
codificadas. La tabla 5 de a continuacién 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 mayoria de estas
enzimas requieren modificaciones postraduccionales para la funcionalidad, se efectiia preferiblemente la expresién
en cultivos de células de insecto (Toki, 1997; Tan, 1995). Ademads, en el caso de enzimas solubles para las que se
han caracterizado el (los) dominio(s) catalitico(s), puede efectuarse la expresion sélo para la secuencia del dominio,
siempre que conserve la actividad catalitica y la especificidad para el sustrato de la holoenzima (Vries, 1997). Otros
posibles sistemas de expresion para glicosiltransferasas solubles también incluyen la secrecion de cultivos tisulares de
mamiferos (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

Lista parcial de glicosiltransferasas clonadas y sus aceptores

Enzima Aceptor NGmero Referencia
C.E,
02,3sialiltransferasa D-Gal- 2.4.99.4 | Chang 1995,
B{1,3)-D- Gillespieet
GalNAcC-R 1982,
Kurosawa
19895
a2, 6sialiltransferasa D-Gal- 2.4.99.1 Grundmann
B{1,4)-D- 1990,
GlcNAcC-R Kurosawa
1994,
Hamamoto
1993
a2,3sialiltransferasa D-Gal- 2.4.99.6 | Kitagawa y
B(1,4)-D- Paulson
GlcNAc-R 1993,
Wen 1992
a2,8sialiltransferasa D-NeuAC- 2.4.99.8 Nara 1994
a(2,3)-D-
Gal-B-R
ol, 2fucosiltransferasa D-Gal-B-R 2.4.1.69 Larsen
1980,
Hitoshi
1995
al, 3fucosiltransferasa [D-Gal- 2.4.1.152 Kudo 1998
B(1,4)1-D-
GlcNAc-R
al, 6fucosiltransferasa [D-Man- 2.4.1.68 Voynow
B(1,4)-D- 1991,
GlcNAc- Uozumi
B(1,4)1-D- 1336,
GlcNAC-R Yanagidani
1997
B1, 4manosiltransferasa D-GlcNAc- ninguno | Albright y
B(1,4)-D- Robbins
GlcNAcC-R 1990
al, 2manosiltransferasa D-Man- 2.4.1.131 | Romero 1997
a(1,2)-Man-R
ol,3manosiltransferasa D-man- ninguno Yip 1994
a{l,2)-Man-
a(1l,2)-Man-R
al,3galactosiltransferasa D-Gal- 2.4.1.151 Joziasse
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B(1,4)-D- 1989,
GlcNAc-R Larsen
1989,
Strahan
1995
B1,4galactosiltransferasa D-GlcNAc-R | 2.4.1.38 | Masibay y
Qasba 1989
al,3N-acetil [L-Fuc- 2.4.1.40 Yamamoto
a(1,2)]D- 1990
Gal-R
B1,4N- [D-NeuAC- 2.4.1.92 Hidari
acetilgalactosaaminiltransferasa a(2,3)]D- 1994,
Gal-PB(1,4)- Nagata 1992
D-Glc-R
N- Ser/Thr 2.4.1.41 Meurer
acetilgalactosaaminiltransferasa 1995,
’ Hagen 1993
B1,3glucuronosiltransferasa D-Gal- 2.4.1.135| Kitagawa
B(1,3)-D- 1998
Gal-B(1,4)-
D-X1ly-B-R
B1, 6N- D-Gal- 2.4.1.150 | Bierhuizen,
acetilglucosaaminiltransferasa B(1,4)-D- 1993
GlcNAc
B1, 6N- D-GalNAc- 2.4.1.102 | Bierhuizen
acetilglucosaminiltransferasa B(3,1)-D- 1992
Gal (R)
B1, 2N- D-Man- 2.4.1.101 | Kumar 1990,

acetilglucosaminiltransferasa

a(1,3) [R']D-
maIl‘B(ll4) =
R2

Pownall
1992,
Sarkar
1991,
Fukada 1994
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p1,4N- D-Man- 2.4.1.145 | Minowa 1998
acetilglucosaminiltransferasa a(1,3) [R1] -
D-Man-
B(1,4)-R2
B1, 2N- D-Man- 2.4.1.143 Tan 1995

acetilglucosaminiltransferasa | a(1,6) [R1]1D-
man-p(1,4) -
R2

Métodos para identificar y clonar nuevas enzimas: Ademds de la glicosiltransferasa natural y recombinante ac-
tualmente disponible, puede realizarse la identificacidn y aislamiento de glicosiltransferasas novedosas. Las glicosil-
transferasas que son ttiles para la sintesis 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 cromatografia de afinidad con
un aceptor inmovilizado como ligando, y permiten una separacién 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 tecnologias para la clonacién de los genes de
las glicosiltransferasas estdn 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 proteinas. Con la rdpida acumulacién de nuevos datos de secuencia de ADN y proteinas, pueden usarse técnicas de
alineacién de secuencias para la identificacién de nuevas glicosiltransferasas. Por ejemplo, se identificaron 110 genes
y ADNc distintos de animales, levaduras, plantas y bacterias, cuyos productos de proteinas contienen la “secuencia
sefial” caracteristica de la superfamilia del gen de la glicosiltransferasa UDP (Mackenzie, 1997). Usando estos motivos
0 secuencias sefiales, 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 comparacion de la homologia de secuencia con los genes
de arabinosiltransferasa de Mycobacterium smegmatis (Cole, 1998).

Utilizacion de enzimas modificadas mediante evolucion directa: Las enzimas con afinidades modificadas o especi-
ficidades para el aceptor o donador del sustrato alteradas, también pueden emplearse en la sintesis de ciertos hidratos
de carbono complejos. Por ejemplo, la sintesis de estructuras de hidratos de carbono complejos compuestas de unida-
des de monosacaridos de repeticion idénticas conectadas en la misma orientacion regioespecifica, tal como, D-man-
a(1,2)-D-man-a(1,2)-D-man-a(1,2)-R, requiere el uso de una «@-1,2-manosiltransferasa con una especificidad para el
aceptor para @-1,2-manosa. Empleando la enzima nativa en presencia de GDP-manosa y el aceptor D-man-a(1,2)-R
inmovilizado sobre un soporte s6lido, darfa como resultado una reaccion de polimerizacién no controlada que crearia
cadenas poliméricas largas de oligo-manosa, [D-man-a(1,2)]n-R. Con el fin de sintetizar una oligo-manosa con un nd-
mero definido de unidades de manosa (tres en el ejemplo anterior), se requiere un procedimiento por etapas controlado.
La capacidad de controlar la polimerizacion no deseada puede conseguirse usando un donador glicosilico modificado,
y una Unica glicosiltransferasa con una especificidad para el donador modificada. Una enzima modificada de este tipo,
se emplearia para la adicién de una GDP-man modificada para al aceptor inmovilizado D-mana(1,2)-R. La modifica-
cién del resto manosidico de la GDP-Man evitard, entonces, la adicién del siguiente resto de manosa, puesto que el
aceptor para esta manosiltransferasa es D-man-a(1,2)-R y no D-(man modificada)-a(1,2)-D-man-a(1,2)-R. Tras esta
reaccion, se elimina mediante lavado cualquier exceso del donador modificado y la enzima, y se retira el grupo de
modificacién, permitiendo asi la repeticidn posterior de la misma etapa enzimatica. Este procedimiento controlado se
continta hasta que se une el niimero de moléculas de manosa deseado en el hidrato de carbono recientemente formado.
Para este efecto, el grupo de modificacién puede ser un residuo quimico unido al donador en cualquier posicién, pero
no en la posicidn 1. Entonces, este grupo de modificacién puede retirarse selectivamente mediante una reaccién o bien
enzimdtica o bien quimica, de tal modo que se retira el grupo de modificacion sin imponer dafios a la molécula de
hidrato de carbono complejo.

La tabla 6 de a continuacién enumera algunos de los grupos de modificacién de sacdridos actualmente disponibles,
clasificados mediante sus métodos de eliminacién (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 monosacaridos adi-
cionales como grupos de modificacién y como tal, puede efectuarse la eliminacién de los mismos usando glicosidasas
especificas que no afectardn a la estructura de hidratos de carbono complejos existente (Peieto, 1995).
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TABLA 6

Grupos de modificacién de sacaridos disponibles clasificados

mediante su escisidn (Runz y Schultz, 1997; y referencias

citadas en el presente documento)

Principio de Reactivos de Grupo de modificacidn
egcisidn escisgidn
hidrogendlisgis H2/paladio Benciloxicarbonilo
Bencil éter
Ester bencilico
acidélisis Acido Terc-butiloxicarbonilo
trifluorocacético Terc-butil éter
Acido férmico Ester terc-butilico
HCl/éter Metoxibencil éter
Escisidn Morfolina 9-fluorenilmetoxilo
promovida por Piperidina Carbonilo
base NaOMe/MeOHNH,NH,/MeOH | O-acetilo
Escisién 7n/acido acético 2,2,2-
reductora tricloroetoxicarbonilo
Escisidn Nitrato cérico Metoxibencil éter
oxidativa aménico
Escisién [Phip) (Pd°] /nucledfilo | Ester alilico
catalizada por
complejo
metalico
fotdlisis hv O-nitrobencilo
Escisidn Lipasa, esterasa, Esteres alquilicos Y
enzimiatica proteasa alcoxialquilicos

Por tanto, las enzimas que tienen especificidades para el aceptor y/o donador modificadas pueden prepararse usando
el enfoque de evolucién directa. Con los progresos recientes en el campo de la ingenieria de proteinas, se describieron
muchos ejemplos de enzimas con especificidad modificada mediante ingenieria obtenidos por medio de la evolucién
directa (para revisar este campo véase: Kuchner, 1997; Harris, 1998, que se incorporan en el presente documento como
referencia). Una evolucién directa de una especificidad enzimatica se consigue mediante la generacién secuencial
aleatoria de la mutagénesis dirigida por la regién o dirigida por el sitio del gen o de los genes que codifican para
la enzima, seguida por la seleccién o deteccién 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 antibiético novedoso (Moore, 1996). Zhang
y los colaboradores realizaron la evolucion directa de una fucosidasa a partir de la galactosidasa mediante el barajado
de ADN (Zhang, 1997). Shan y los colaboradores modificaron mediante ingenieria una especificidad para nucle6tidos
no naturales para la (virus del sarcoma de rous)-tirosina cinasa (Shan, 1997). Paulson y los colaboradores realizaron
la mutacién del motivo sialilico de la sialiltransferasa que altera la cinética de los sustratos donador y aceptor (Datta,
1998).
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Sintesis enzimdtica direccionable paralela de bibliotecas combinatorias de hidratos de carbono complejos

Las siguientes secciones detallan una preparacioén enzimédtica paso a paso de una biblioteca combinatoria de hidra-
tos de carbono complejos segin con las ensefianzas de la presente invencion.

Diseiio de una biblioteca combinatoria enzimdtica de hidratos de carbono complejos

El disefio de una biblioteca combinatoria enzimadtica de hidratos de carbono complejos incluye, segtin la presente
invencion, determinar los constituyentes de hidratos de carbono complejos incluidos dentro de una biblioteca especi-
fica segtin una aplicacién prevista de la misma.

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

Por ejemplo, con el fin de utilizar una biblioteca combinatoria enzimatica de hidratos de carbono complejos de la
presente invencidn para identificar los hidratos de carbono funcionales como dianas farmacoldgicas, 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 seleccién de una biblioteca de este tipo frente a otras moléculas
derivadas de otras fuentes, tales como células humanas especificas o patégenos de las mismas, permite la identificacién
de hidratos de carbono complejos novedosos que actiian como receptores para estas moléculas, actuando in vivo como
receptores de patdgenos, o implicados en procesos de reconocimiento célula a célula.

Similarmente, con el fin de utilizar una biblioteca combinatoria enzimadtica de hidratos de carbono complejos de
la presente invencion para identificar los posibles farmacos, 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 seleccion de una biblioteca de este tipo con candidatos a firmacos derivados de diversas fuentes
sintéticas y naturales, permite la identificacién de candidatos a formacos que se unen a una o més de las estructuras de
hidratos de carbono complejos de la biblioteca.

Otra biblioteca especifica segtin la presente invencién contiene hidratos de carbono complejos dedicados para la
identificacién de candidatos a fadrmacos 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 unién de patégenos
o moléculas derivadas de patégenos. Alternativamente, después se selecciona una biblioteca para la posible unién 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 segtin la presente invencidn que representa todos los posibles dominios del hidrato de carbono complejo. La
seleccion de esta biblioteca para obtener la unién o bioactividad, permite identificar los dominios de sitio activo del
hidrato de carbono complejo conocido.

Para detectar anticuerpos generados frente a, por ejemplo, glucoepitopos (marcadores) relacionados con cancer,
glucomarcadores relacionados con transplantes de 6rganos, u otros glucomarcadores en suero sanguineo, se prepara
y selecciona una biblioteca de hidratos de carbono complejos de combinaciones especificas de glucomarcadores. Por
ejemplo, una biblioteca especifica puede representar los glucomarcadores de varios estados de cancer. Esta biblioteca
se selecciona después frente a anticuerpos derivados de suero humano para identificar la presencia de anticuerpos
frente a uno o mas de estos glicomarcadores.

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

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

Construccion de modulos enzimdticos (ME): La construccién de médulos enzimaticos incluye la evaluacion de las
reacciones enzimaticas requeridas (RE), aceptores y donadores glicosilicos y enzimas que se requieren para la sintesis
de cada hidrato de carbono complejo de una biblioteca. La construccién de ME incluye ademas la optimizacién y el
desarrollo del proceso de las ER con consideraciones con respecto al tiempo de reaccidn, temperatura y concentracio-
nes de reactivos. La construccién de ME incluye ademads, determinar el orden especifico en el que deben utilizarse las
RE para obtener cada ME.

Para permitir las reacciones de sintesis empleadas, se determina una secuencia especifica de reacciones enzima-
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 monosacérido
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 monosacarido repetitivas dispuestas en una disposicion lineal, debe
disefiarse un procesos de sintesis tinica empleando los ME tnicos.
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El siguiente ejemplo proporciona el fundamento para seleccionar las RE particulares para proporcionar un ME
adaptado para la sintesis 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 disefio se describe mediante la figura 4 y la tabla 7.
Un ME de este tipo se disefia, segin la presente invencion, para cada hidrato de carbono complejo presente en una
biblioteca dada. Tal como se detalla adicionalmente mds adelante en el presente documento, se considera la efica-
cia cuando se afectan practicamente cada uno de los ME mientras se construye una biblioteca segin la presente
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TABLA 7
Una lista parcial de las RE incluyendo sus donadores, aceptores e indices
indice | extension off | Pos. | aceptor donador C.E.
Al a 3 D-Gal-8(1,3)-D- CMP-NeuAC 24.994
GaiNAc-R
A2 « 6 D-Gal-B{1,4)-D- CMP-NeuAC 2.4.99.1
GicNAc
A3 a 3 | D-Gal-B(1.4)-D- CMP-NouAC 24.99.8
GlcNAc-R
AM @ D-GalNAc-a-R CMP-NeuAC 24993
AS [NeuAc-cf2,3)-D-Gal-p « D-GalNAc-u-R CMP-NeuAC 2.4.99.7
(1.4
A5 a 8 D-NeuAC-a(2,3)-D- CMP-NeuAC 24998
GalB-R
A7 « 8 D-NeuAC-uf{2,8)-D- CMP-NeuAC(modificado)| ninguna
NeuAC-R
B1 « D-Gal-8-R GOP-L-Fuc 24.1.69
B2 [D-Gal-B(1.4}} a 3 D-GlcNAc-R GDP4.-Fuc 24.1.152
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TABLA 7 (continuacion)

Una lista parcial de las RE Incluyendo sus donadores, aceptores e indices

indice | extension o/ | Pos. | aceptor donador C.E.
83 [D-Man-p(1,4)-D- « 6 D-GicNAc-R GDP-L-Fuc 24.1.68
GilcNAc-B(1,4)]

B4 o 6 D-GlcNAc-R GDP-L-Fuc ninguna

Bs [D-GlcNac-B-(1.4)] o« 6 D-GlcNAc-R GDP-L-Fuc ninguna

Bs [D-Gal-B(1,3)} « 4 D-GlcNAc-R GDP--Fuc ninguna

B7 [D-Gal-B{1,4)] o 3 D-Glc-R GDPL-Fuc ninguna

Bs o 3 D-Gic-R GDP-L-Fuc ninguna

B9 « 4 D-GlcNAc-g-R GDP-L-Fuc ninguna

B10 « 3 D-GlicNAc-B-R GDP-L-Fuc ninguna

Bt « 4 D-GlcNAc-B(1,3)-Gal- | GDP-L-Fuc ninguna
R

B12 « 3 g-GIcNAc-B (1.6)-Gal- | GDP-L-Fuc ninguna

C1 g 4 D-GlcNAc-8(1.4)-D- GDP-Man ninguna
GlcNAc-R

c2 @ 3 D-Man-a(1,2)-Man-oc | GDP-Man ninguna
(1,2)-Man-R

C3 D-Man-a(1,2)-Man-R | GDP-Man 24.1.131

C4 D-Man-B(1,4)D- GDP-Man ninguna
GlcNAc-8(1,4)-D-
GlcNAC-R

Cs [D-Man-(1.3)] o 6 | D-Man-B(1.4)D- GDP-Man ninguna
GlcNAc-R

ce B dolicol phosphate GDP-Man 24.1.83

Cc7 o 6 D-Man-«(1,0)-R GDP-Man ninguna

Cs o 3 D-Man-«(1,0)-R GDP-Man ninguna

c9 « 4 D-GlcNAc-B(1,4)-R GDP-Man ninguna

c10 « 3 D-Man-f(1,4)D- GDP-Man ninguna
GlcNAC-8(1-0)}-R

D1 B ceramide UDP-Gal 2.4.145

D2 B 6 D-Gal-{1,4)-D-Galp | UDP-Gal 2.4.1.154
{1.4)-D-Glc-ceramide

D3 « 3 D-Gal-8(1,4)-D- UDP-Gal 2.4.1.151
GlcNac-R

D4 B 3 D-Gal-${1,4)-D-Xly§- | UDP-Gal 24.1.134
p

Ds B 3 D-GalNAc-R upP-Gal 24.1.122

Ds [L-Fuc-a{1.2)] a 3 D-Gal-R UDP-Gal 24.1.37

D7 ) 4 D-GlcNAc-R UDP-Gal 24.1.38

D8 8 4 | D-Xty-p-P UDP-Gal 2.4.1.133
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Una lista parcial de las RE incluyendo sus donsdores, aceptores e indices

indices| extension o/ | Pos. | aceptor donador C.E
Ds g 4 D-Glc-R UDP-Gal 24.1.38
D10 B 3 D-GicNAc-R UDP-Gal ninguna
D11 B 3 D-GlcNAc-8(1,3)-Gal- | UDP-Gal ninguna
R

D12 B 4 D-GlcNAcf(1.6)-Gal- | UDP-Gal ninguna
R

E1 ] 3 D-Gal<{1,4)-D- UDP-GalNAc 24.1.79
Gal-(1,4)-D-Glc-
ceramida

E2 {D-NeuAC-a(2,3)}- B 4 D-Gal-3(1,4)-D-Glc- UDP-GalNAc 24.1.92
ceramida

E3 [L-Fuc-a(1.2)] « 3 | D-GalR UDP-GalNAc 2.4.1.40

E4 Ser/Thr UDP-GalNA¢ 24.1.41

F1 esfingosina UDP-Gic 2.4.1.80

Gi1 B 3 D-Gal-$(1,3)}-D-Gal-8 | UDP-GlcA 241135
(1.4)-D-Xly-p-P

Hi B 3 D-Gal-$(1,3)-D- UDP-GIcNAc 24.1.146
GalNAc-R

H2 i 6 D-Gal-$(1.4)-D- UDP-GIcNAC 2.4.1.150
GkNAc

H3 ] 3 D-Gal-8(1.4)-D- UDP-GIcNAC 2.4.1.149
GleNAc-8(1,X)R.

Ha [Gal-B(1,3)) ] 6 D-GalNAc-R UDP-GlcNAc 2.4.1.102

Hs B 3 D-GaiNAc-R UDP-GIcNAc 2.4.1.147

Hé [GlcNAc-8(1.3)) ) 6 D-GalNAc-R UDP-GlcNAc 24.1.148

H7 [D-Man-a(1.3)] o 2 D-Man-a(1,2)-D-Man- | UDP-GicNAc 24.1.138
«(1,2)-D-Man

Hs ) 2 D-Man-o{1,3){R1]D- UDP-GlcNAC 2.4.1.101
man-B(1,4)-R2

H9 B 4 D-Man-«(1,3)[R1]-D- | UDP-GicNAc 24.1.145
Man-f(1,4)-R2

H1o i 2 D-Man-a(1,6){R1]D- UDP-GIcNAC 2.4.1.143
man-f{1,4)-R2

Hit B 6 D-Man-a(1,6XR1]-D- | UDP-GicNAc 2.4.1.155
Man-B(1,4)-R2

H12 | [D-GicNAc-8(1,2)}(D- ] 4 D-Man-a(1,6)R UDP-GlcNAC ninguna

GlcNACc-B(1,8)]
H13 | [D-Man-af1,3))[D-Man- | § 4 D-Man-f(1.4)R UDP-GicNAc 24.1.144
B(1.6)}

H14 | [D-GleNAc-B(1,3)] B 6 D-Gal-3(1.4)-D- UDP-GicNAC ninguna
GlcNAc

H1s B 3 D-Gal-B(1.4)-D-Gke UDP-GIcNAc ninguna
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Una lista parcial de las RE incluyendo sus donadores, aceptores e indices
Indice | extensién ofp | Pos. | aceptor donador C.E.
H18 | [D-GlcNAc-8(1.3)) B 6 D-Gal-B(1,4)-D-Gic UDP-GicNAC ninguna
H17 B 4 D-GlcNAC-R UDP-GlcNAc ninguna
Hi8 g 4 D-Man-(1,0)R UDP-GicNAc ninguna
H19 | [D-GlcNAc-(1.4)] B 2 D-Man-(1,0)R UDP-GIcNAC ninguna
Hz0 1} 3 D-Gal-f(1.4)-D- UDP-GicNAc ninguna
GicNAc
H21 g 6 D-Gal-R UDP-GicNAc ninguna
H22 p 3 D-Gal-R UDP-GIcNAC ninguna
H23 | [D-GicNAc-B(1,6)] B 3 D-Gal-R UDP-GlcNAc ninguna
H24 | [D-GicNAc-8(1,6)] [ 3 D-Gal-R UDP-GlcNAc-{4,1)a- ninguna
Fuc
I o 3 D-Gic-B-Ser UDP-Xyl ninguna
12 « 2 D-Man-(1,4)D- UDP-Xyl ninguna
GlcNAc-B(1,4)-D-
GlcNAc-R
13 o 3 [s);)(ly-«u 3)-D-Gle-B- | UDP-Xyl ninguna
r

La primera etapa en la sintesis del hidrato de carbono complejo mostrada en la figura 1 se efectda, tal como se
muestra en la figura 4, mediante unién de un primer bloque estructural, GalNAc, sobre un soporte sélido (S) mediante
un ligador apropiado que se describe adicionalmente en la presente memoria a continuacion.

La segunda etapa (D5, para detalles véanse la tabla 7 y la figura 4) en la sintesis del hidrato de carbono com-
plejo mostrada en la figura 1, implica la transferencia de Gal desde UDP-Gal hasta GalNAc-S mediante una S8(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 sintesis del hidrato de carbono complejo
mostrado en la figura 1 implica la utilizacién de B(1,3)N-acetilglucosaminiltransferasa (E.C. 2.4.1.146) para transferir
un grupo acetilglucosamina desde UDP-GIcNAc hasta Gal-3(1,3)-GalNAc-S.

Luego, se afiade 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 S(1,3)-fucosiltransferasa (E.C. 2.4.1.152) para el aceptor Gal-g(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 sintesis del hidrato de carbono
complejo mostrada en la figura 1, se afiade galactosa a GIcNAc-R usando la enzima S(1,4)galactosiltransferasa (E.C.
2.4.1.38).

Tras la cuarta etapa de sintesis descrita anteriormente, el proceso de sintesis 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 ramificacion, pero diferente hacia sus extremos no reductores, un proceso de sintesis por etapas idéntico
que forma simultineamente las partes idénticas de las dos antenas no permitiria la sintesis posterior de un extremo
unico reductor para cada una de las antenas. Por tanto, la sintesis de las dos partes inicas de cada una de las antenas
avanza de un modo por etapas independiente. En cualquier caso, en el ejemplo dado, la ramificacién S(1,3) ha de
sintetizarse en primer lugar debido a que su antena requiere fucosilacion. Si se iniciara el proceso de sintesis con la
otra ramificacion, no podria efectuarse la fucosilacién directa a la ramificacién deseada.

Por tanto, la quinta etapa (H3, para detalles véanse la tabla 7 y la figura 4) en la sintesis del hidrato de carbono com-
plejo mostrada en la figura 1 se efectia usando 8(1,3)N-acetilglucosaminiltransferasa (E.C. 2.4.1.149) para transferir
acetilglucosamina desde UDP-GIcNAc hasta Gal-8(1,4)-GIcNAc-R.

En la sexta etapa (D7, para detalles véanse la tabla 7 y la figura 4) en la sintesis del hidrato de carbono complejo
mostrada en la figura 1, se afiade una unidad de galactosa a GlcNAc-R usando una S(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 sintesis del hidrato de carbono complejo
mostrada en la figura 1, se afiade un residuo de galactosa adicional a Gal-a(1,4)-GlcNAc-R usando «(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 sintesis del hidrato de carbono complejo
mostrada en la figura 1, se efectda la ramificacién usando S(1,6)N-acetilglucosaminiltransferasa sobre el sustrato
aceptor Gal[GlcNAc-(1,3)]5 (1,4)-GlcNAc-R.

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

La décima etapa (D7, para detalles véanse la tabla 7 y la figura 4) en la sintesis del hidrato de carbono complejo
mostrada en la figura 1 efectia un alargamiento adicional de la segunda antena usando una 3(1,4) galactosiltransferasa
(E.C. 2.4.1.38) sobre el sustrato aceptor GIcNAc-R.

En la undécima etapa (A3, para detalles véanse la tabla 7 y la figura 4) en la sintesis del hidrato de carbono
complejo mostrada en la figura 1, se agrega un monémero de 4cido sidlico a la Gal-3(1,4)GIcNAc-R de la antena en
una orientacion a(1,6) usando una @(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 sintesis del hidrato de carbono complejo
mostrada en la figura 1 efectia un alargamiento adicional de esta antena usando una a(2,8)sialiltransferasa (E.C.
2.4.99.8), anadiendo por tanto otra unidad de NeuAC al aceptor del sustrato NeuAC-a(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-a(2,8)-NeuAC-R. Desafortunadamente, una reaccién enzimadtica con una enzima de
este tipo provocard una polimerizacién incontrolable de multiples monémeros de dcido sidlico en vez de la adicién
requerida de solamente un inico monémero de dcido sidlico. Conseguir una adicién controlable de un inico monémero
de 4cido sidlico 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 polimerizacién indeseada de maltiples
mondmeros de dcido sidlico, debido a que esta enzima no puede agregar dcido sidlico al aceptor NeuAC (modificado)-
a(2,8)-NeuAC-R. En la tltima 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 sintesis del hidrato de carbono
complejo mostrada en la figura I, la enzima modificada «(2,8)polisialiltransferasa se emplea junto con el donador
modificado CMP-NeuAC y el aceptor NeuAC(modificado)-a(2,8)-NeuAC-R, para de ese modo generar el hidrato de
carbono complejo mostrado en la figura 1.

La tabla 8 a continuacién resume la sintesis por etapas del hidrato de carbono complejo mostrada en la figura 1, tal
como se resumio en la figura 4.

TABLA 8
ME Primer monosacdrido | Secuencia RE (los detalles de RE se
inmovilizado muestran en la tabla 7 y en la
figura 4):
EM, GalNAc-S D5, H1, D7, H3, D7, D3, H1l4, B2, D7,
A3, A6, A7

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

Seleccion y sintesis automatizada: el ME usado en la construccién de una biblioteca combinatoria de hidratos de
carbono complejos segun la presente invencidn se ejecutan para producir una biblioteca combinatoria de hidratos de
carbono complejos unida a un soporte sélido usando tecnologia automatizada. También se ejecuta la seleccion para
identificar hidratos de carbono complejos bioactivos que reaccionan de manera cruzada con una sonda de interés,
segln las realizaciones preferidas de la invencion, mediante tecnologia automatizada.

Las diferentes caracteristicas estructurales de cada hidrato de carbono complejo individual de una biblioteca espe-
cifica dictan una multitud de protocolos de sintesis inicos. Como tal, las bibliotecas descritas por la presente invencién
se generan preferiblemente mediante un método de sintesis paralelo, en el que se ha considerado, preferiblemente, ga-
rantizar un nimero minimo de etapas ejecutadas. Considérese, por ejemplo, un sistema de robdtica que permite una
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distribucién direccionable paralela de los reactivos desde los recipientes de reactivo. En este caso, un nimero minimo
de etapas implica que se detalla cada uno de los recipientes de reactivo un nimero minimo de veces. Por tanto, se
ha considerado una secuencia de etapas de sintesis que garantizardn la finalizacién de la sintesis de la totalidad de
los hidratos de carbono complejos de la biblioteca con un nimero minimo de veces que se detalla cada recipiente
de reactivo. Un algoritmo dedicado puede desarrollarse facilmente por un experto habitual en la técnica para disefiar
el protocolo de sintesis de biblioteca automatizado que cumplird con los requisitos anteriores. De hecho, ya se ha
desarrollado un algoritmo similar para la sintesis direccionable paralela de oligonucleétidos (Pease, 1994) y péptidos
(Fodor, 1991) en microchips, ambos se incorporan como referencia tal como se expone completamente en el presente
documento).

Las tecnologias que permiten la sintesis direccionable paralela de alto rendimiento automatizada han evolucionado
enormemente en los dltimos afios. Los sintetizadores automatizados que pueden controlar y realizar muchos protocolos
diferentes de sintesis en fase sélida al mismo tiempo estdn comiinmente disponibles hoy en dia (Rivero, 1997). Estas
tecnologias pueden clasificarse segiin el tipo de sustrato en fase sélida que se utiliza para la sintesis, los medios de la
introduccién y eliminacién de los reactivos y el disefio de las cdmaras de reaccion.

Segtin la presente invencién puede usarse tecnologias que permiten la sintesis paralela en fase sélida de alto ren-
dimiento automatizada. Tales tecnologias incluyen, por ejemplo, (i) sistemas de reactor abierto (por ejemplo, placas
de microtitulacién convencionales; (ii) sistemas de reactor cerrado o sistemas de reactor semicerrado (por ejemplo,
laboratorio en un chip); (iii) sistemas de bloque de reaccién; (iv) sintesis sobre pernos poliméricos; (v) sintesis sobre
ldminas poliméricas; y (vi) sintesis sobre un microchip. Para una revisiéon comprensiva de estas tecnologias y sistemas
véase Cargil, 1997, que se incorpora como referencia tal como se expone completamente en el presente documento.

Soporte en fase solida: 1as bibliotecas segun la presente invencién se sintetizan preferiblemente sobre un soporte
en fase s6lida. Como tal, el primer bloque de formacion esta dotado de un grupo funcional adecuado para unirse a
un soporte de este tipo. Grupos de unién adecuados incluyen hidroxilos, carbonilo, carboxilo, aminas, haluros, tioles,
ésteres, boronatos, siloxilo, aza, oxo, oxireno, o cualquier grupo insaturado.

Varios soportes de matriz sélida son los mds adecuados para generar bibliotecas de hidratos de carbono segin
la presente invencidn, tales como, pero sin limitarse a, poliestireno reticulado con divinilbenceno (Merrifield, 1963),
copolimero 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 sélida.

Union del primer bloque estructural de sacdridos al soporte en fase solida: el primer bloque estructural de sacari-
dos se une preferiblemente de manera covalente a la matriz en fase sélida mediante un tnico dtomo (por ejemplo, el
grupo funcional en fase sélida) o un ligador. Las propiedades generales de un ligador incluyen: tener grupos bifuncio-
nales que permiten la unién tanto al soporte s6lido como al bloque estructural inicial, y como tal definir una estructura
(Atherton, 1989). Debido a que la accesibilidad de la enzima a los sacdridos inmovilizados es de gran importancia,
la flexibilidad y longitud del ligador son cruciales para un alto rendimiento. Como tal, los ligadores adecuados para
la sintesis segtin la presente invencién pueden incluir, por ejemplo, aminodcidos, péptidos, proteinas no glucosiladas,
lipidos, lipido A, ceramidas, dolicol fosfatos, ciclodextrinas, oligosacaridos, monosacdridos, cadenas alquilo, dcidos
nucleicos, u otras moléculas espaciadoras. Estos ligadores pueden ser escindibles o no escindibles y estar compuestos
de entidades ramificadas, ciclicas, complejas o simples.

Disposicion de la biblioteca: 1a disposicion preferida de los constituyentes de la biblioteca segin la presente in-
vencién estd en una serie sintetizada sobre un soporte en fase sélida tnico plano de diversas formas geométricas y
distribuciones, tales como: series bidimensionales, series multicapas, series tridimensionales (por ejemplo, microtitu-
los apilados).

Alternativamente, los constituyentes de la biblioteca pueden estar unidos a un soporte sélido tnico plano en cdma-
ras de reaccidn (abierta o cerrada) y dispuestos sobre un soporte bidimensional o tridimensional. Cualquier disposicién
que permita el funcionamiento direccionable automatico sencillo de la coleccién de ME puede usarse segin la presen-
te invencién. Se presta especial atencién a la distribucién espacial de los hidratos de carbono de una biblioteca para
garantizar las distancias mds cortas entre los hidratos de carbono mds similares, de modo que se garantice la efica-
cia del proceso de sintesis automatizado. Los sistemas de microfluido pueden y se emplean preferiblemente (U.S.-A-
5.643.738; 5.681.484; y 5.585.069).

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

Como tal, las tecnologias adecuadas para la seleccion de alto rendimiento de unién o bioactividades puede basarse

en lo siguiente: (i) métodos de deteccidon radioactiva; (ii) métodos de deteccion de fluorescencia; (iii) métodos de
deteccion 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 eliminacién de moléculas radiomarcadas libres; y (ii) se automatiza fa-
cilmente. Métodos adicionales, tales como, fluorescencia pueden emplearse también o bien por medio de deteccién
de fluorescencia directa de una molécula unida marcada de manera fluorescente o, por ejemplo, mediante las tecnolo-
gias de fluorescencia de resolucién temporal homogénea (HTRF, (Homogenous Time-Resolved Fluorescence) Mathis,
1995) o del ensayo de polarizacion de la fluorescencia (PFA, Fluorescence Polarization Assay) (Checovich, 1995). Las
principales ventajas de estas ultimas tecnologias recaen en la capacidad para usar protocolos “mezcla y medida” sin
la adicidn de etapas de complicacién adicionales. Ademads, también pueden emplearse muchas variaciones del método
de deteccion de ensayos de andlisis de inmuno absorcién ligado a enzimas (ELISA, Enzyme-Linked Immunosorbent
Assays) seglin esta invencion.

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

Uno de los métodos mds 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 codificacién de un gen indicador en un vector e introducir el vector en una
linea celular adecuada con el fin de establecer un sistema de deteccién que responda a la modulacién 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 (-galactosidasa. Pueden detectarse niveles bajos de actividad para estas enzimas usando métodos de
deteccion colorimétricos, quimioluminiscentes o bioluminiscentes. También pueden emplearse genes indicadores no
enzimadticos tales como proteina fluorescente azul, hacia rojo y verde (Phillips, 1997).

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

Segtin otro aspecto de la presente invencién se proporciona un método para producir una biblioteca de hidratos de
carbono direccionable. El método segtin este aspecto de la presente invencidn se efectiia sintetizando enzimaticamente
una pluralidad de estructuras de hidratos de carbono, cada una de las cuales estd unida a, al menos, una posicién
direccionada de una pluralidad de posiciones de un soporte sélido tinico plano, dando como resultado una biblioteca
combinatoria de hidratos de carbono direccionable.

Tal como se usa en el presente documento, en la secciéon de la memoria descriptiva y de las reivindicaciones a
continuacidn, los términos “direccionable” y “dirigido” se refieren tanto a la posicién como a la identidad. Por tanto,
la posicion e identidad (composicién) de una estructura de hidratos de carbono de una biblioteca segin la presente
invencién 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 posicién direccionable y especifica sobre el soporte sélido
unico plano.

Las estructuras de hidratos de carbono direccionables de una biblioteca segin la presente invencion se unen pre-
feriblemente al soporte sélido por medio de un ligador (espaciador). El ligador segun las realizaciones preferidas de
la invencidn incluye al menos dos enlaces covalentes contiguos y es de una longitud de al menos 20 Angstrom. Li-
gadores adecuados incluyen, pero no se limitan a, un aminodcido, un péptido, una proteina no glicosilada, un lipido,
una ceramida, dolicol fosfato, una ciclodextrina, un oligosacédrido, un monosacérido, una cadena de alquilo, y un 4cido
nucleico (por ejemplo, un oligonucleétido).

El soporte sélido tnico plano sobre el que estdn unidas las estructuras de hidratos de carbono de una biblioteca
segun la presente invencidn puede incluir una plataforma plana direccionable.

Alternativamente, una placa de microtitulacién, una membrana o un chip (por ejemplo, chip de silicona) sirven
como el soporte s6lido de plataforma plano segtin la presente invencion.

Segtin una realizacion preferida actualmente de la invencidn, el soporte tinico sélido plano es un chip y se forman
diferentes estructuras de hidratos de carbono de la pluralidad de estructuras de hidratos de carbono direccionables
en pequefias extensiones separadas entre si no mds de 2,25 mm (de centro a centro) sobre la superficie del chip,
proporcionando asi una densidad de al menos 20 estructuras de hidratos de carbono direccionables diferentes por
centimetro cuadrado.

La sustancia de la que esta hecho el soporte sélido puede ser, por ejemplo, poliestireno reticulado con divinilben-
ceno, copolimero de bloque de polietilenglicol-poliestireno, poliamidas, poliacrilamida, polimetacrilamida, celulosa,
vidrio, cuarzo, plastico o silice.

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 277 588 T3

Segtin una realizacién preferida de la presente invencidn, al menos una, preferiblemente al menos tres, mas pre-
feriblemente al menos diez, mis preferiblemente al menos 100, mds preferiblemente al menos 1000 de la pluralidad
de estructuras de hidratos de carbono complejos direccionables de una biblioteca de la presente invencién incluye al
menos dos, tres, cuatro o al menos cinco o mds unidades de sacdridos contiguas de una Unica especie. Tal como se
detall6 de manera adicional anteriormente en el presente documento y tal como se resolvid, una estructura de este tipo
no es insignificante debido a la polimerizacién incontrolada.

Segtin otra realizacion preferida de la presente invencion al menos una, preferiblemente al menos tres, mds pre-
feriblemente al menos diez, mas preferiblemente al menos 100, mds preferiblemente al menos 1000 de la pluralidad
de estructuras de hidratos de carbono complejos direccionables de una biblioteca de la presente invencién incluye al
menos una, dos, tres, cuatro o al menos cinco o mas ramificaciones.

Segin todavia otra realizacion preferida de la presente invencién al menos una, dos, tres o al menos cuatro de
las ramificaciones estdn formadas de unidades de sacdridos idénticas de nicleo y de ramificaciones. Tal como se
detall6 de manera adicional anteriormente en presente documento y se resolvid, una estructura de este tipo no es
insignificante especialmente si las antenas unidas a cada una de las ramificaciones difieren en la composicién de
unidades de sacdridos.

Seglin caracteristicas aun adicionales en las realizaciones preferidas descritas, al menos una, preferiblemente al
menos tres, mas preferiblemente al menos diez, mas preferiblemente al menos 100, més preferiblemente al menos
1000, de la pluralidad de estructuras de hidratos de carbono complejos direccionables incluye al menos 4, preferible-
mente al menos 5, més preferiblemente al menos 7, mds preferiblemente al menos 9, mds preferiblemente al menos
10, mas preferiblemente al menos 12, mas preferiblemente al menos 15, 20, 25 o al menos 30, mds preferiblemente al
menos 50 o mas unidades de sacaridos.

Dependiendo de su uso deseado, tal como se detalla de manera adicional a continuacién en el presente documento,
la pluralidad de estructuras de hidratos de carbono complejos direccionables de una biblioteca segtn la presente inven-
cién puede ser una representacion 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 representacion 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.

Segin todavia otro aspecto de la presente invencion se proporciona un método para identificar un hidrato de
carbono complejo que puede unirse a una entidad. El método segtin este aspecto de la presente invencion se efectia
proporcionando una biblioteca combinatoria de hidratos de carbono complejos direccionable segtin 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 continuacién en el presente documento, puede
usarse cualquier entidad para seleccionar una biblioteca combinatoria de hidratos de carbono complejos direccionable
seglin la presente invencion. Por ejemplo, la entidad puede ser un candidato para un material biol6gicamente activo,
tal como un candidato a fairmaco derivado de un origen sintético o natural. En este caso, el método segtin este aspecto
de la invenciodn sirve para identificar un hidrato de carbono complejo que es una diana para el candidato para el mate-
rial biolégicamente activo. Alternativamente, la entidad puede ser un ligando que se sabe que se une a un hidrato de
carbono complejo natural especifico. En este caso, la biblioteca combinatoria de hidratos de carbono complejos direc-
cionable puede ser una representacion de los dominios del hidrato de carbono complejo natural especifico, mientras
que el método sirve en este caso para identificar un dominio especifico de los dominios que une el ligando para, asf,
identificar el sitio activo del hidrato de carbono complejo natural.

Segin todavia otro aspecto la presente invencion se proporciona un método de diagndstico de un trastorno carac-
terizado por estructuras de hidratos de carbono complejos propias y no propias y obtencién de anticuerpos frente a
éstas. El método segin este aspecto de la presente invencion se efectiia 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 asi generar un patrén de las posiciones a las que
se unen los anticuerpos, de modo que comparando ese patrén con un patrén conocido que caracteriza a un individuo
sano, puede obtenerse un diagndstico del trastorno.

Los trastornos que se sabe que estdn asociados con la produccién o introduccidn de estructuras de hidratos de car-
bono complejos propios y/o no propios incluyen, pero no se limitan a, oncogenia, metdstasis, embarazo, angiopatia,
enfermedad del corazén, enfermedad neurodegenerativa, enfermedad autoinmunitaria y transplante de érganos. Las
enfermedades neurodegenerativas incluyen, pero no se limitan a, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzhei-
mer, enfermedades degenerativas de los nicleos basales, enfermedades de motoneurona, encefalopatia espongiforme
ovina, encefalopatia espongiforme y enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, infertilidad, alergias, embriogenia, apoptosis y
trastornos neurodegenerativos.
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A continuacién se resumen algunas estrategias empleadas mientras se seleccionan bibliotecas especificas generadas
por el método segin la presente invencion.

Por tanto, con el fin de identificar los receptores de hidratos de carbono complejos, asociados a proteinas, lectinas
y/o dianas farmacoldgicas, se selecciona una serie enzimaticamente 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 reduccién frente a una variedad de sondas marcadas de fuentes
tales como, homogeneizados de tejido humano marcado, receptores marcados, proteinas marcadas codificadas para
colecciones EST, proteinas recombinantes marcadas, bibliotecas de presentacién en fago, células marcadas de o bien
tejidos humanos, patégenos o disoluciones que contienen mezclas de moléculas de proteinas marcadas de fuentes de
tejido humano o de células patégenas. El objetivo de tal seleccion es identificar las moléculas marcadas de las fuentes
mencionadas anteriormente que se unen especificamente a un hidrato de carbono complejo de la biblioteca. Tras el
aislamiento y la caracterizacion, 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 proteina o molécula que se une a constituyentes de hidratos de carbono complejos
especificos de la biblioteca.

Para identificar compuestos lider que se unen a un hidrato de carbono complejo especifico, se seleccionan una
biblioteca combinatoria enzimética 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-
cion de células que se han vuelto patégenas o normales o patégenos frente a un grupo diverso de moléculas marcadas.
El objetivo de esta seleccion es conseguir un entendimiento mds claro de las interacciones especificas 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 bioldgicas importantes, tales como
comunicacion de célula a célula, reconocimiento celular, desarrollo celular y metastasis de células tumorales.

Para la identificacién de hidratos de carbono complejos bioactivos novedosos, una biblioteca de hidratos de carbono
complejos, segiin la presente invencion, estd 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 seleccién conduce
a la identificacién de nuevos candidatos farmacolégicos basados en hidratos de carbono complejos. Alternativamente,
tal seleccion conduce a la identificacién 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 glicoproteina que alberga el hidrato de carbono asociado a enfermedad,
para asi identificar la nueva proteina 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 segun la presente invencién 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 unién
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 unidn, 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 invencidon también permite el mapeo de anticuerpos frente a glicomarcadores propios 0 no propios
encontrados en el suero sanguineo de un paciente. Como tal, una biblioteca de hidratos de carbono complejos segtin la
presente invencion se sintetiza para incluir una serie diversa de glicomarcadores presentes en el suero sanguineo 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 diagndstico para
el cdncer y compatibilidad en el transplante de 6rganos.

También pueden usarse series especificas de glicoantigenos para la identificacién de nuevos glicomarcadores re-
lacionados con el cancer, enfermedades cardiovasculares o transplante de érganos. Tales series de glicoantigenos se
seleccionan segtin la presente invencion frente a anticuerpos del suero marcados de una poblacion diversa. El perfil de
anticuerpos de un individuo enfermo puede entonces compararse con el perfil de la poblacién sana. Esta comparacién
produce un perfil Gnico 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 Gnico se convierte
en un marcador de diagndstico para esa enfermedad en particular.

Objetos adicionales, ventajas y caracteristicas novedosas de la presente invencioén se hardn evidentes para los
expertos habituales en la técnica con la examinacién de los siguientes ejemplos, que no pretenden ser limitativos.
Adicionalmente, cada una de las diversas realizaciones y aspectos de la presente invencidn, tal como se definieron
anteriormente en el presente documento y tal como se reivindican en la seccion de las reivindicaciones a continuacion,
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 invencién
de manera no limitativa.

Los siguientes ejemplos detallan la estructura de hidratos de carbono complejos sintetizados usando una coleccién
de enzimas seleccionadas de manera especifica. Generalmente, la nomenclatura usada en el presente documento y los
procedimientos de laboratorio en bioquimica que se describen a continuacién son aquellos bien conocidos y empleados
en la técnica. Como tal, se apreciard que los siguientes procedimientos de sintesis podrian realizarse con facilidad por
un experto en la técnica.

En vista de los hallazgos de que los residuos de azicar de las glucoproteinas desempefian un papel importante en
el control de la funcién celular y el reconocimiento celular, la investigacion de la funcién de los hidratos de carbono
en estados patoldgicos ha llevado a la asignacién de algunos hidratos de carbono complejos como marcadores especi-
ficos de tumores (Orntoft, 1995). En casi todos los carcinomas se producen cambios drasticos en la glucosilacién de
proteinas (Hakomori, 1989), lo cual refleja regularmente cambios en las rutas de biosintesis.

Por ejemplo, el bloqueo de las rutas biosintéticas de glicosilacién conlleva a una sobre produccién de estructuras
que se encuentran tipicamente en cantidades pequefias en células normales. Ademds, las alteraciones en las rutas de
glicosilacién pueden llevar al uso de rutas alternativas, lo que, a su vez, conduce a la formacién de nuevas estructuras
de hidratos de carbono complejas que normalmente no estdn presentes dentro o sobre las células. Tal regulacion de
rutas de glicosilacion en la célula pueden con frecuencia atribuirse a actividades de la glicosiltransferasa.

Se considera que las estructuras alteradas de hidratos de carbono de glicoproteinas de varios tejidos tumorales, son
la base del comportamiento anémalo de las células tumorales, comportamiento que incluye la metastasis y la invasién
de células tumorales en tejidos sanos (Kobata, 1998).

Los marcadores de tumores son importantes para el diagndstico y el tratamiento de células malignas. Cualquier epi-
tope especifico presentado por las células tumorales, tales como péptidos, glicopéptidos, glicolipidos, o cualesquiera
combinaciones de los mismos, pueden ser marcadores posibles. Estos epitopes tnicos pueden identificarse especifi-
camente por anticuerpos monoclonales y por esto los patrones tnicos de glicosilacion se investigaron, y se investigan
intensamente como marcadores de tumores posibles para la inmunoterapia y diagndstico del cancer (Ronin, 1998).

El uso de la presente invencién permite el uso de marcadores de tumores no sélo para la inmunoterapia y diagnds-
tico sino también como dianas posibles para la farmacoterapia. Con este fin, una serie combinatoria que incluye tanto
hidratos de carbono complejos especificos de tumor (TSCC) como estructuras de hidratos de carbono normales per-
mitirfan el aislamiento de nuevos farmacos candidatos mediante la identificacién de moléculas que se unen especifica
y Unicamente a estructuras de hidratos de carbono complejos asociadas a condiciones tumorales.

Ejemplo 1

El cancer de pulmén 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 pulmén (CEP) que
es del tipo del cancer de pulmoén de células no pequeiias (CPCNP), representa aproximadamente el 35% de todos
los cénceres de pulmén. Se correlaciona estrechamente con fumar y se diagnostica con mds frecuencia en varones.
El carcinoma escamoso se origina en la regién central o hiliar del pulmén y puede cavitar cuando se encuentra en
una ubicacién periférica. Se clasifica como una forma de céncer grave y maligna. Aunque se diferencia mal, el SLC
presenta antigenos tnicos de hidratos de carbono complejos tnicos asociados tanto con glicoproteinas 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 mddulos enziméticos (ME) necesarios para la sintesis de una
biblioteca de hidratos de carbono complejos para la seleccién y aislamiento de compuestos quimicos, proteinas u
otras moléculas que se unen a marcadores de SLC de manera especifica. Tales moléculas pueden servir como posibles
nuevos candidatos a farmacos o farmacos ttiles para la prevencién de la metastasis del cancer escamoso de pulmoén.

Las tablas 9-10 presentan hidratos de carbono complejos de estructuras andmalas de cadenas de hidratos de carbono
del SLC liberadas en el sistema circulatorio (marcadas Al, A2, A3, A8, A9 y A10), todos los posibles fragmentos
derivados de tales cadenas de hidratos de carbono del SLC (asociadas con Al, A2, A3, A8, A9 y A10 mediante al,
a2, a3, a8, a8 y al0, respectivamente), antigenos de sangre normal (marcados A4, AS, A6, A7, A1l y Al12) y todos
los posibles fragmentos de antigenos de sangre normal derivados de los mismos (asociados con A4, AS, A6, A7, All
y A12 mediante a4, a5, a6, a7, all y al2, respectivamente).
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TABLA 9
Fuente Hidratos de carbono ME
A18LC l-!-un-u«h' 1
B-R-0LcPpAE- 11464
At -Pucp- (A3} P-9-04lp-(1+4) -D-80
$-0-0019 {142} -B-D-Slegamrcs (L3}
A2 SLC PoB-salp- (Aod)y 2
P ~b=nlepinc- (h‘)"
u-n-nw-(m»] i
BeBe0elip-(144) <Devle
8-L-tuep-(1rd)y )
B-D-theping- txnsrj
P -Detaip-{led}/
A3 SLC '-'-4“'-!“4)} 3
Pon—ticpsn~ (143) P «DaBelp~ (w;}
P-D-valp- (143} $ -D-Qlepptnc~ (L+8)
K-LoPuap=(1e3) s -o-o:u- (144} -D-010
B-Bedalp=(1+3) -§ -D-GLopiREC - (L+3) 4
A4 Antigeno HI de a-L-Fucp-(1-2)-8-D-Galp{1-+3)-8-D-GlcpNAc-(1 —3)-B-D-Glcp-{2— 1)-Corenida 4
sangre normal
AS Antigeno Hil de a-L-Fucp-(1-2}-8-D-Galp-(1—-4)-8-D-GlcpNAc-(1 53) -B-D-Galp-(1-4)-B-D- 5
sangre normal Glcp-{1-+1)-Coramida
A6:a7 Antigeno Bebtuep- (hod)y 6
Lewis a norma $-P-BLoptre- 12031 P -B-tal- (Lod] 4 -3 -BLow~ (141) -Cexamiste
P-bevaip- {L3))
A7 Antigeno 7
Lewis b normal feberuce- (Lo}
D~l~o:me- 1143} D -5-04ip- (L+4) H-p-0l0p- (Llel} -Cocantea
G-bePucp« {1} B -D-0alp-fLed) )
A8 SLC Q-L-Pucp- (Lo} y 8
P-0-OLepAc - (L+3) -} -B-Galp- noml
B--0alp-iLe8y] v-eic
Qrla=Fucp - (1“”}
A9 SLC P -BrBaLD~ (143) 4 ~D-BLCPIAC- [143) $~D~Calp- (Led}y 9
'-n-q{eulo- (143} $ -D-04ip- {1e4) ~B-81C
GeL-Pucp- (143)
A10SLC S-LoPuep - (hodly 10
PrD=0lcpinCe (1¢) P=0saqlp~ {194}y
j
B-0-0alp~(3+3)J B-0-8LCOMAC (1%3) - <D -Salp - (L4} ~D+TIC
a-L-racp- (243)4
All Antigeno Lewis x B-B-takp-(ted)y 11
normal B-0-alemrs- (1431 -A-B-5aln- (104) -§-B-S1~ (141) -Coramida
Bet-Tocy- u-m}
A1Z Antiganc Lowis X | c-tetucp-{1+2} -B-0-sain- 1148}y 12

normal

f
B0-Dlophaa - {1+3] B -0-Ssln- {144} B ~8-8lop-{ioi} Coranida
=-h-Paop- {Led}

31




15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2277 588 T3

TABLA 10

Fuente Subfragmentos de hidratos de carbono ME
al:az:a3; a8; | p-D-Galp-(1-4)-D-Glc 13
ag;a10

a8 a-L-rucp-(1-3)-D-Glc 14
at;a2;ad: a4, | B-D-Galp-(1-3)-B-D-GlkcpNac-{1— 15
a6:a7: aB;a9;

a10

ata2:a3; a9: | B-D-Galp-(1—-4)-B-D-GkepNAc-(1— 18
ailo

ata2:a3 B-D-GlcpNAc-(1—6)-B-D-Galp-(1— 17
al;a2;a3; ad; | B-D-GicpiNAc-(1—3)$-D-Galp-{1— 18
a5;a6: a7;a8;

ag; al0att;

al2

a4:a5;a7 L -Fucp-(1-2) B-D-Galp- (1> 19
a2:a3:a6; a7: | a-L-Fucp-(1-4) -8-D-GlcpNAC-(1—> 20
aga10

al;a2:ad; a8 | «-L-Fucp-(1—=3)-8-D-GlepNAc-(1— 21
al0;att,a12

at;a2;a3 B-D-GlepNAc-(1—6)-4-D-Galp-(1—4)-D-Glc 22
ata2:a3; a9 | $-D-GlcpNAc-(1-3)-B-D-Galp-(1—-4)-D-Glc 23
al0

al:a2:a3; ad: | B-D-Galp-(1—3)-D-GicpNAc-(1—-3)-B-D-Galp-(1— 24
a6.a7; a8.a9;

ato

at,a2;a3 #-D-Galp-(1—4)-8-D-GlcpNAc-(1-6)-8-D-Galp-{1 - 25
5.a9;210;a $-D-Galp-(1—4) -8-D-GlepNAC-(1-3) -8-D-Galp-(1— 26
11;a12

at.a2;a3 a-L-Fuep-(1—-3)-B-D-GicpNAC-(1—6}--D-Gaip-(1— 27
a2:a3:a6; a7: | o-L-Fucp-(1-4)-B-D-GlcpNAC-(1-3)-g-D-Galp-(1— 28
a8

ad,a7 a-L-Fucp-(1—=2)-8-D-Galp-(1-3) -B-D-GlepNAc-(1— 29
a5 a-L-Fucp{1—-2)-8-D-Galp-(1 —4)--D-GlcpNAc {1 30
a%ia10; att; | u-L-Fucp-(1-3)-p-D-GLepNAc-(1-3) -B-D-Galp-(1— 31
al12

32




20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2277 588 T3

Fuente Subfragmentos de hidratos de carbono ME
af:alo a-.-Fuep-(1-3)-8-D-GlepNAc-{1 —3)-B-D-Galp-(1—-4)-D-Gk 32
a2 a-L-Fucp-(1—-4)-8-D-GlcpNAC-(1-»3})-8-D-Gelp-(1—-4)-D-Glc 33
ata2;a3; a-L.-Fucp-{1-+3)-8-D-GlcpNAc-(1—8)-B-D-Galp-(1-4)-D-Glc 34
a9;a10 #-D-Galp-(1—4)-8-D-GlcpDNAc-(1-3)-B-D-Galp-(1-4)-D-Glc 35
al,82;a3 B-D-Galp-(1-+4)-8-D-GlcpNAc-{1—6)-B-D-Galp-(1+4)-D-Gle 36
at:a2;ad: a8 | f-D-Galp-(1-3)-8-D-GicpNAc-(1—3)-8-D-Galp-(1—-4)-D-Gk 37
a4;a7 a-L-Fucp-(1-2)-p-D-Galp-(1-3)-f-D-GlcpNAc-(1-53)-8-D-Galp-(1— 38
aS:a12 o-L-Fuep-(1-2)-p-D-Galp-(1—4)--D-GlcpNAc-( 1-»3)-f-D-Galp-(1— 30
ag:a10 $-D-GlcpiNAc-(1—3)$-D-Galp-(1—4)-8-D-GicpNAc-(1—-3)-8-D-Galp-(1— 40
a9,810 B-D-GlcpNAC-(1—3)-p-D-Galp-(1—-4)-8-D-GlcpNAc-(1-3)-B-D-Galp-(1—-4)-D-Gic 41
a3 B-D-GlepNAc-(1-+3)-B-D-Galp-(1-4)-8-D-GlcpNAC-(1—6)-p-D-Galp-{1—+4)-D-Gic 42
a3 g-al.l-F:mp-(i—M)-B-D-GlcpNAc-(1 -3)-B-D-Galp-(1—4)-B-D-GlcpNAc-(1—-6)-8-D- 43
p-(1—
a3 B-D-Galp-(1—3)--D-GicpNAc-(1 —3)-p-D-Gaip-(1—4)-f-D-GlcpNAc-(1-+6)-8-D- 44
Galp-(1—
ag;a10 g-;)'p-cj‘;alp-u —3)-B-D-GlepNAc-(1-3)-8-D-Gaip-(1—+4)-B-D-GlcpNAc-(1-3)-8-D- 45
1—-
a3 B-D-Galp-(1-+3)-B-D-GlcpNAc-(1—3)-B-D-Galp-(1—4)-8-D-GlcpNAc-(1—86)-8-D- 46
Galp-(1—4)-3-Glc
al0 * véase a continuacion 47
a3 a-L-Fucp-(1-4)-8-D-GicpNAc-(1—-3)-8-D-Galp-(1-54)-8-D-GlepNAc{1-6)-8-D- 48
Galp-(1-4)-D-Glc "
a9 B8-D-Gaip-(1-3)-B-D-GicpNAc-(1-+3)-B-D-Galp-(1-4)-8-D-GlcpNAc-(1—3}-p-D- 49
Galp-(1—4)-D-Gle
a8 B-D-dalp-il=dpy 50
-8Slec
G-t -Fucp- {134
alaz2;a3; 9; $-2-Calp- (1+4) 51
al0:ati; a12 P-D-oicpmacs (e
|
G-L-fucp-{le3)}
a1;a2;a3 ,_.,mg,u«,‘l 52
P-D-Selp-ile
B-R-Glcpiac- (1)) l
a2,86,a7; 88, | a-v-rucp-r1easy 53
ato $-D-Slopmac-{1e
8 -p-setp-1en)
a2 B -p-sleprac- u«hl 54
t-n-c:x» e
Q-5 -FQ0p - (1+4) -P -0-BLCPNACS (L3} }
9;at0att; B-o-0alp- (18] 55
at2 |

f-w-slopihc- (1+3) p-D-Delp- (2
QsLegueps (13} )
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Fuente Subfragmentos de hidratos de carbono ME
a2 S-b-Taow= {Lv3) B+ B-801p~ {hedly 56
§-DroLopitad= (20
al-tuape(ied)
a2;a3;86; a7, | Gsh-tace-11sa)y §7
a8;a10 PoD-slephc={143) P -D-salp=(te
§-0-2alp- (34334
a7 a-&-nn-(hu'; 58
$ra-0lcpiihG~(ie
Teb~JUeH+{21+2} -§ -D-Baip= (143}
a3;a9;810 P-D-OLEPIRC- (143) P ~P-Se)P~ (144} 9
B-p-clapMAG= {Le
'
asiefucp-(Le3)/
al;a2;a3 B a-gremma- {LoR)y 60
B-n-calp- (1+4} -0-010
Povenlepwo- (L43))
alaz;ald C-boPuEP - (193] B-B-BLOPMME- (1+8] 61
p-s-sdlp- {2+
$-D-0LOBIME~{193) ¢
a1:a2;a3 B-0-eip-(Leddy 62
]
B-D-0LcpRA L~ (1+6) P -BeBalp= [Le
Q-1 -Tuen~ (1314
at:a2:a3 B-v-oLcoAAC- (18] 83
P-Dgelp- {1
$-9-0a1p-i1a3) f -3-0lcnMrc~ u-stj
at,a2;ad P-B-caln-(1edly 64
$-D-sLepamc- (2148} P -D-DaLp- (Lo
GeL-TUCR« (1+3]
at.az;ad B-B-olcpune- {Leg)y 65
$-0-08Lp - (3+4] -D-Thc
t
$-D-841p~ (193] <P -D-Oleprrc~ {1+3) )
atl:a2;a3 P-D-salp- (3+4)y 86
]
$-0-3LopMAc= {146) <§ -B-Balp- (1+4) -B-6l2
1
GoLeTYEp- (Le3) )
ai:a2;a3 B-L-TUCH= (143} P -P-0LCPIRC={148) y 87
i
§-0-80ip- (Lt} ~0-0i8
BBeBLlopMba {143)
al;a2;a3 P -0-6eip-(2+4) -f-D-iepinc- (1+6) 68
]
B-8-8alp-{Led) -9-0ic
. ]
f-D-slcpimc - (143)J
al;az;al3 O-L-TUEP- (Le3) P -D-BLCPHAC - (108} y 69

1
B-n-Galp-(1+
' .
$-0-Galp- (143} P -D-BLCPIRE - (A3) 4
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Fuente Subfragmentos de hidratos de carbono ME
al,a2 BoRavaipe(iet] f oD-SLEWME= (L6} 70
P-9-0alp=ile
 BeoeBatpe{tes} P -D-OLCPMAG= (143)?
71
a2 P-0-Slopho - {1+6)y
P-a-3uln- (1) -4-02C
et -Pucp~ (144} B -B-alopmac- {243}
a2,a8:a9 G-t TEP= (1edly 72
D-8-030pMAR~ (143) P -D-Suip-{1ed) -D-012
S-9-galp- (un’
a2 8-p-sicpemc- (t-(h' 73
Gl PICD- (1 44)y .-l-o:u- (-
§-p-sicmno~ (143}
Pov-salp-{1ed}d
a2 $-3-0alpe(1ed) P -2-0LEMRE- (146} y 7
B-D-0elp-{le
GoL-Fuop e (144) § -D-SLEBNAC- (13}
a2 GL-FUEP - (223} -h‘o-umh(lol)} 75
$-o-celp-ile
GL-FUOP~ [L+4) <P ~D-OLapihe - [L+3)
a8 P-0-081p~ (103} § B -0i0PIRT= (Lo3) P -D-Selp- u—w; 76
s-0le
[T SY. * 3 lhllj
a8 GeL-TUEp= 1344) S -0-OLEPHAC - [198) B-0-0aip- iteain 7
[ 27
a-L-Fucp- uo:)}
at2 GL-FuER« (A+2) § -Dasalp=11+d}y 78
t
P-3-Glopras-(143) P-D-Balp- (1~
®-L-Tuen-(LeI)
ag;aio B-0-GLOMAC- (143} P -D-0alD- {144}y 79
$-D-SLCPEAC- {143} B-D-Belp- (L
1
G-l -Tagp-{1e3)d
a%a10 $-3-001p- (1ed)y 80
L]
P ~0-0LepMAc- (1+43) P -0-04Lp- (144} -n-0le
astefuce-t1+3)
a7 G-~ {1e8), 81
$-0-0lcpIAC=(2e3) B -B-Baip-ile
1
G-LeTuc - (1431 P -B-Galp- (143}
al0 a-L-TuCH- (1ed]y 82
1
[ ] -u-otepme- (123} D-~v-0elp- (124} -H -D-Sltyemc- (Lo
B-ve0uip= (1a3)d
a3:a9;a10 83

P-2-0alp- [1+3) B -D-0lepBc = (1+3) §-D-dalp=-[1<4)y
B-u-0icpnce {1e

t
G-b-vaco- (12}
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Fuente

Subfragmentos de hidratos de carbono

ME

al;az;ad

BeLtucp=(1e3} P -D-GLopMMC~ {18}y
$-0-84ip- {144} -B-OLC
B-D-04dp-(143) B -D-olepAc- (143

ataz,al3

£-9-0410~ {124} P -D-BLepMAC- {1 o)y
1
B-8-04lp=(144) ~0-WLE
PeB-0aip= {143} ) ~D-Slcgac (1o

at.a2:a3

P-0-Celp- (1od)y
B s alopiac- 18]y

Q-L-fucp- (1»3) I-.-.Lla‘ 1124} <08l
#-3-wicplice (143}

al;a2;a3

P-2-vely-(144)
B-s-Glcpmhe- (Les)y
Geb=Fuop= (Le3) Prn-salp-ile
B-0-84lp- 1343} H-0-Slcpdho- (143)3

87

p-o-olapne~ (148} y

B-L-Pud- (L) y $~l-‘:»»ﬂ.~4) ~9-8l¢
}-a»cim-w- 1134 }

P-v-Dalp- (1143

B-o-salp-1144) B -D-wiopsac~ {L+8)y
P -D-Belp=(Led) -D-B00

i

oL~ PNER- {144} B -B-SLepirc« (143} 4

a2

Qb MED - (143) P-D-BLepMrC~ (198) 9
§~b-o:u- {1ed) ~p-0le
G-L-uop~ {194) B -D-BLEPIAC- {193) 4

a2

®-%-F0p- (1+3) “f-D-0lepMRC - [}y
K-L-Tocp- {L44]y t—.«&:b- {4e
l-n-lia&c- lua)}
8-0-8eip- t1ed}

91

a2

B-0-041p~ (124} P ~B-0LCPMC- (108}
R-L-Fuep- {1ed}y p-a«lx’- i~
Bes-tlcpmnc- (1) 4
p-o-celp- (lo})}

92

a2

Bryenaip-iedly
D~n~vi¢mc- (1w6)y
SeLemucp=(143}4 ﬂ-vvl:xa- [+ 23
ALopucy~ (148} B -Doslepraces (R+4)

a3;a10

G-L-PuCp- {Ledly
i
P -w-slcpmace (1-3]) P-D-Salp-{ied)y
i |
P-D-geip- (\e3y) B-BeolepMis« il

BeLePucp-(33)4
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Fuente Subfragmentos de hidratos de carbono ME
a3 BoL-racp- (1sd)y 95
P-0-0LcDIC - (193} B ~D-0aLp- (144) B ~0-SLOPIAC - (346) B -D-Seip- (Lo
p-o-geip- (t‘#l"
a3 B-9-84Lp- (L43) H-3-OLepMAC - (143) $-B-Balp- (144)y 96
i
P eo-olcpmnc= (146} P -D-Baip- (1
G-L-Tucp- (1+3}4
a3 GoL-TUED~ (124] -P ~D-BLOPHAC - (1+3) D -B-Balp-(1+4)y 97
P-D-Blopine = (196} ~§ ~D-0alp- {3+
GeL-ucp-{led)
a9:a10 P-D-BLCHMACH (203} P -B-Oslp-{24d) 98
]
$-0-SLepiic- (1+3] -B-D-Gel- (1+4) -B-GLc
a-v.-ruq-u.;,}
a9;a10 B -D-0elp-(1+3) 4---nma-msu-»«u-(un} 99
p-o-olepe- (1+3) $-3-0a1p=~ {3+
B-L-Pucp~ 1343}
a2 a-t-Fucp- (Le§) J-o-olqaae-udl} 100
GAL-Fucy- (1e4) B -D-8alp- (1+4) ~D-0AC
B -B-0Lopg- (1+3)
P-v-saip- (143}
a2 P-D-8alp-{1ed) P -B-slopirc~ (196} 101
G-L-TCP- (1e8) B -9-08lp- (144} -B-GL0
1
P -9-oLepine - :u:)j
P-D-salp-(1e3)/
a2 B-n-salp- (1e4)y 102
P-0-BLlepIAC~ [196) 4
] |
Q-L=FucE- {Le3}d B-D-9elp- (14) 9010
Bob-TuCp- {1o4) -§ -9 -SLCPMAC - [L+3}4
a10 B-L-Tucp-(144) -§ -9-0iepirc= ll‘l)*"'-ulv"(l'll‘ 103
B -0-01cPIAD- (3+3) -B -D-0alp- (1+4) ~-0)C
G-LoTucp- {143}
a3 a-t-Tucp- (Led)y 104
]
P-P-sicpmnc- (143) -B~0-0alp- {144} P -D-OLcPoAE~ {146} B -9 -Balp- (144} -D-Olc
Peonesaip-(143)2
a3 $-5-041p- 1393} -5 -B-Slcpuan - (1+2) B -D-8aip- (1414 105
B oD-0Lopathc « (Lal) 4 ~8~8aip- (124} BBLT
B-L=TUED - (13)
a3 A-L-FUOp- (1+44) B -D-SLapHic~ (143) -B-0-Calp- (1+4]y 108
]
B-D-GLEPMAC - (2+46) P ~D-Balp- (14} ~D-8iC
a-L-Fucp- {143}
a3 C-L-Fucp- (1o4}y 107

B-D-CLCPIMC- [1+3) - ~D-0alp- (24},
[}
BoD-Golpe{redyd Bon-0lepsnc=(146) «P -D-Balp- {1+
]
A-L=ucp= {13}

37




20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2277 588 T3

Fuente Subfragmentos de hidratos de carbono ME
a3 S-L-fucp-(ied)y 108
B-0~SLEPIRC (193] B ~D-0aLD~ (14} - ~P-SLEPMMC ~ (198)y
B -9-0alp- (13} p-o-salp-(1+
P-D-0LopMAG = (13)
a3 P-3-Olcpbnc- {1+3) B p-salp~ (Ledly 109
PeBealepiice (A8} y
GoL-fucp- (L )l a-o-o:lp-u-
B-D-08aip- {1+3) 4 ~0-OLepMAC~ (nn}
a3 P -3-0alp- (103) B-0-0LePpNAS {143} B -D-Baips {het)y 110
Pedeslcppmc= (146}
BeL-fucp-(143)) B-o-alp-the
B-B-BiesmAT= (143)
a3 Geb-Pwep- 1144) P -D-GLCPHAC- (193] P -B-Balp- (L4 m
ﬂ-l—o:mc- n«h'
Sst-fucp- 3+ 4 B -p-sslp-{2+
B-n-Siomac- (uw'
a3 112
Qob-FUSP = (1204] P ~D-BLENAC~ (103) B =B-08Lp~ 104} P -S-SLCRL - {126) ¢
D-a-o:»- 13
P-0-8arp-{1+43) -qunc-nd)}
a0 a-t-pucp-(1edly 13
=D -QLEPMAC+ (23] B -D-0aip= (344l
p-o-un-uﬂ)j &w-oiw- (193) -f-p-Bedp= {1+
G~L-Tucp=(3v3)
a3 -L-FUCP- {144] 14
B-D-BLEVIAC- [143) «f -D-O8Lp~ (1+4] 4
P-v-0alp- (143} ) » -‘-M- (1+46) B -B-0alp-~ {244} -D-OLe
a-L-uep- (L4314
a3 G-LeoTucpeidedly 115
’ -.—oiw- {1+3) P -p-saip~ {124} -B -9-01cpUAC (194)y
PRe0slp- (249 J B-2-salp- (144) ~B-O0C
R-p-sicpene- ﬂ""‘
a3 P -D-GLopAC- {193} B -D-Galp- {14}y 1e
D--oéon\e- u‘lhl
Qeb-tucp- (3+3)4 f-0-0a)p~(1+a} -n-8Le
P-0-8a1p- {1+1) P -D-0LcpoRne - n.«dpj
a3 117

P-D-Delp- (143) P -D-PLCPNC- (140} D-P-Ssip- n«nl
B -p-oleprac- (1+4)y
S-L-racp~ (L} .} -ML\.* {3+4) ~p-Ole
£ -D-SLCPIAC - [343)
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Fuente Subfragmentos de hidratos de carbono ME
a3 ot FuED- {144] B -E-SLEPOL- (103) B -D-waip-tedly 118
$-B-BLEPMRGS~ (holdy
a-L-pace- (190 $~0-081p - {Led) miolike
B-2-oLeRe-{193)
a3 BoLePucp= (1ed} § -0 <OLEPHAC~ {143] P =D -0aLp-{L+4} B -8-SLePRAC - (19861 y 1
B -Retalp. (Led) -Dtle
Beputeipw (143} B oN-Siopihe (143}
a3 a-i-wep-(ieaty 120
$ -B-SLEPIAG- (L8] P D-Bakp- Lek)y
| BLE ST n-on, p*wime- [0 1)
Bebratp-1l+3} P0-talpe(le
Bo2-sicpimo {345}
a3 Bt -PHoR-[1941, 121
’-n-a{w- {243} B -D-GaLp- (398} B 0-BLOpIRG (146 4
Benepulp-(1adyd [ '!a:xp- 1
§-0-Baip- (193] § N -SRomthe - w:sf\
a3 L FUP (R 94 B B -GLCPIAG ™ (L43) < ~D-Ba 1P~ [2od)y 122
Bos-sicprac- (1e6}y
Bak-TROP» {1o3}3 BoB-gaipe il
Pevetalp= (1431 P v Blepethce t:d!:
a3 B -B-0alp- (393) - -U-0Leprent - (123} B ~B-Caip~(Ledly 123
P -0rolepiAce {1ekly
Gk -TaCps (303} Be2edaipeite
BoD-dalp- {3434 -Q—l-t&e’nc—i:ﬂ);
a3 Gl HICP~ (Aed)y 124
p.t-.{epme- 143} B-9-0alp-{lod)y
Bon-saip-ite3)s BoDealopihe (1e4)y
Bb-1ROP= (143) 1 3 —'4:1;- {13e4) ~9-0le
S -D-BLepMRC~ (148}
a3 Bl FREE- {194 P ~D-SLOMAR « {193} S -D-Salp- {148}y 125
o-.-n:m» u«n}
[ R Y R 1T fenvalp- (1+4) R-Mla
BeBetalp- {2+3) B -D-ALUPNAG - (143}
a3 $-3-BaLp~ 11} B oR-SLcpiRe (Re3F BoBesalp-(1odly 128
5-:-&:;-:-««:}
S-L-Puop~ {13} §-0r0alp {Leh) ~-a1e
BrR-Balp- {1939 P -9 -BLOpIMO (L43) )
a3 [T I TS T 127
D~n-n{e|~e- (303) $r0001p~ (148} -4 -0-8LEPIOT - (1o6}y
Puy-taipe (Lesyd W-r&‘u’- (104} sprale
$oBo8aips (343) P <R+ SLOPNE - (193}

* a-L-Fuep-(1-4)-8-D-GicpNAC-{ 1 -53}-p-D-Galp-{1-4)-8-D-GicpNAC-{1—3)-8-D-Galp-(1-4)-D-Glc
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La Tabla 11 incluye una lista de los ME requeridos para la sintesis de la coleccién de hidratos de carbono complejos

ES 2 277 588 T3

descritos en las tablas 9-10.

TABLA 11

ME | Primer monosacarido inmovifizado] S n ot oE (o8 ea¥es B RE se |

1 Gic-S D9,H15,D10,H18,D7,82

2 Glc-S D9,H15D10,86,H16,07,82

3 Glc-S D9,H15010,H16,07,82,H20,010,86

4 Glc-S D9,H15D10,81

5 Glc-S D9,H15,07,81

6 Glc-S D9,H15010,B6

7 Gk-S D9,H15,010,86,D1

5 Glo-S D9,H15,010,86,87

9 Glo-S D9,H15,07,H3,82,010

10 Glc-S D9,H15,D7,H3,B82,D10,86
B Gl-S D9,H15,D7,82

12 Gle-S D9,H15D7,B2,81

13 Gic-S D9

14 Glc-S Bs

15 GIcNAG'S D10

16 GlcNAC-S D7

17 Gats Hz1

18 Gats Hz2

19 GalS 81

20 GIcNAG-S 89

21 GlcNAc-S B1o

22 Gal-S D9,H21

23 GakS D8,Ha2

24 Gal-S H22,D10

25 Gal'S H21,07

26 Gal-S H22,07

27 Gal-S H21,810

28 GalS H22,89
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Sequenda de RE (los detalles de RE se

ME | Primer monosacarido inmovilizado artmnirsn on b tan 71
29 GicNAC-S D10,81
30 GlcNAC-S D7.B1
31 Gal-S H22,B10
32 Glc-S D9,H22B10
33 Glc-S D9,H22,89
34 Gle-S Ds,H21,810
35 Glc-S D9,H22.07
36 Glc-S D8,H21,07
37 Gle-S D9,H22,D10
38 Gal-S H22,D10,B1
39 Gal-S H22,07,81
40 Gal-S H22,D7H3
41 Glc-S D9,H15D7,H3
a2 Gle-S D9,H21,07.H3
43 Gal-S H21,D7,H3,89
44 Gaks H21,07,H3,D10
a5 GalS H22,07.H3,010
46 Gle-S D9,H21,07,H3,D10
a7 Glc-S D9,H22,07,H3,89
a8 Glc-8 D9,H21,07,H3,89
49 Gle-$ D9,H22,07,H3,D10
50 Gle-S D9,B87
51 GlcNAC-S 7,82
52 Gal-S H21,Hz3
53 GleNAC-S D10,86
54 Gaks H21,H23,B11
55 GalS H22,07,82
56 GicNAC-S D7,82.81
57 Gal-S H22,D10,86
58 GlcNAC-S D10.86,81
59 GlecNAC-S D7,82,H22
50 Gle-S D9,H21,H23
61 Gal-S H21,H23,B12
62 Gal-S H21,07,82
63 Gal-S H21,Hz3,D11
64 Gal-5 H21,07.82
65 Glc-S D9,H21,H23,D11
66 Gle-S D9,H21,07,B2
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ME | Primer monosacérido inmovillzado Wg REse
67 Gle-S D9, H21,H23,B12

68 Gic-S D9,H21,H23,D12

69 GalS H21,H23,812,011

70 GakS H21,H23,011,D12

71 Gle-S D9,H21,H23,B11

72 Gic-S D9,H22,D11,86

73 Gal-S H21,Hz3,D11,86

74 Gal-S H21,H23,D12,B11

75 GakS H21,H23,811,812

76 Glc-S D9,87,H22D11

77 Glc-S D9,B7,H22,B11

78 GalS H22,07,82,81

79 Gal-S Hz22,07,H3B2

80 Glc-s D9,H22,07,82

81 Gal-S H22,D11,86,81

82 GicNAC-S D10,H3D11,B6

83 GIcNAC-S D7,B2,H3,D11

84 Glc-S D9,H21,H23,011,812
85 Gle-S D9,H21,H23,D11,D12
86 Glc-S D9,H21,H23,012,82

87 Gaks H21,H23,012,82,D11
88 Glc-S D9,H21,H23,011,86

89 Gle-S D9,H21,H23,D12,B11
90 Gic-S D9,H21,H23,811,B12
Y Gal-S H21,H23,812,010,B6
92 Gal-S H21,H23,012,010,86
93 Gal-S H21,H23,B11,D7,B2

o4 GIcNAC-S D7,82,H3.D10,86

95 GakS H21,D12,H3,010,86

06 Gal-S H21,012,B2,H3,D10

97 GakS H21,D12,82,H3,89

98 Glc-s D9,H15,D7,82.H22

99 GalkS H22,07,82,H22,D10
100 Gic-S D9,H21,H23,812,011,86
101 Gle-S D9,H21,H23,D12,011,86
102 Glc-S D9,H21,H23,D12,82,B11
103 Gle-S D8,H22,D7,82,H22,B11
104 Glc-S D9,H21,07,H3,D10,86
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ME | Primer monosacérido inmovilizado ‘Seqiena Go RE (los teielos d0 RE 38
105 Glc-S D8,H21,D7,82,H22,D11

106 Glc-S D9,H21,07,82,H22,811

107 Gals H21,07,82,H22,D11,B6

108 Gats H21,012,H22,D11,B6,H23

109 Gaks H21,H23,012,82,D11,H20

110 Gal-S H21,012,H20,B2,D11,H23

111 Gals H21,D12,H20,82,811,H23

112 Gal-S H21,D12,H20,B9,H23,D11

13 GalS H22,D7,B2H22,011,86

114 Gle-s D9.H21,D7,82,H22,011,86

115 GleS D9,H21,012,H22,011,86,H23
116 Glc-S D9,H21,H23,012,82,H3,D11

117 Glc-S D9,H21,D012,B2,H3,D11,H23

118 Glc-S D9,H21,012,B2,H3,811,H23

119 Glc-S D9,H21,D12,H3,B11,H23,D11
120 Gal-S H21,012,B82,H3,D11,86.H23

121 Gals Hz21,D12,H3,011,86,H23,D 11
122 GalS H21,D12,82,H3,B9,H23,D11

123 QGal-S H21,012,B2,H3,D11,H23,D11
124 Glc-S D9.H21,D12,82,H3,011,86,H23
125 Gle-S D8.H21,D12,B2,H3,D11,B6,H23
126 Glc-S D9,H21,012,B2,H3,D11,H23 D11
127 Glc-S D9,H21,D12,H3,011,86,H23,D11

Ejemplo 2

La gonadotropina coriénica 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 trofoblasticas. Como tal, los niveles en orina y en suero de GCh se han empleado como marcadores
utiles para el diagndstico y pronéstico de enfermedades trofobldsticas, asi 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 trofoblastica, revel6 la existencia de
varias alteraciones en las cadenas de azicares de GCh purificada de estos tltimos (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 especificamente a los marcadores anémalos de la GCh
o sus subfragmentos. Las tablas 12-13 enumeran estructuras de hidratos de carbono complejos incorporadas a series
especificas para GCh. Tales estructuras incluyen cadenas de aziicar an6malas representadas en las GCh presentes en
enfermedades trofobldsticas malignas (marcadas B5, B6, B7 y BS8), todas las posibles cadenas de azicar fragmentadas
de tales GCh presentes en enfermedades trofobldsticas malignas (asociadas con B5, B6, B7 y B8 mediante b5, b6, b7
y b8, respectivamente), cadenas de azicares normales tal como se encuentran tipicamente 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 coleccién de los ME que se necesitan
para la sintesis de hidratos de carbono complejos de las tablas 12-13.
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TABLA 12
Fuente | Hidrato de carbono ME
B1; b5 &-1~Buc-(2+8)y 1
Normal P -B-0aip-{1e4) -B -D-LePHEC= (12} ~C+D - (308)y » -ﬂ-o{qulcc
n-n-n:an- (14} «p-n-nmc-un‘)"
P-D-84lp= (194) B ~D-CLEPHEC > (L42) ~G=D-Baap=- (143}
Eg'l::nt:\i‘l B-D-0e1p- (104) - -8-0LEP0- (142) ~B-DeNanP~ {16) 2
S-B-HAAD~ {144} -f -D-BLOPMAC~ (1 44) B -D-BLopplae
P-0-0a1n- (144) P -B-CLepNec- (343) -G-D-NewD~ (143)
B3; b1;b2 0D -Menp- {1461y 3
Nomal u-p-nlnp- (1+4) B -D-GLCPIAC- (144} P -D-GLCPR
B -D-0slp~ (144} P-D-SLCPMAC~ (142} -G-D-Renp= (143)
B4; b1;bs; a-L-Fuc- {1+86)y 4
b7 Normal Q-D-Manp- (146} p-D-sicpNac
u—n-n:-p- {1+4) -8 -B-6LcpMac- u«:"
P-9-0alp- (i+4) - -5-0lecphac- (1+2) ~&-D-Manp- (l.oS)J‘
B5 G~L-Pus- (1+8)y 5
Anémalo P-D-861p~ {Le4) -H -D-GLOPNAC - {143) ~C-D-2aBP~ (1-48) p-o-o‘uuuu
P-0-Gelp-{1e4) B-D-0lcpNAC~ (1+4)y  U~D-MADP~(14) f-D-BLCPNAC~ (LMN'
ﬁvh-ﬂl‘p- L3
B~8-8eip- (144) B -D-0Lepiac- {1+2)]
B6 p-n-o:iv- (144) -f -D-GLepwec- {142} -a-D-Renp- {L+8) 6
Andémalo §-D-0alp- (Le4) P-0-0LcEMAL- (194)y  G-B-manm- (144} b -D-OLCRMAG- (144) -D-olepmac
a-p -l:np- (lﬂ‘"}
A~B-Galp=-(1+4) B -D=CLupNace uo:)j
B7, b5 a-L-ruc- {146}, 7
Andmalo G-D-RAAP- {146}y p -n’o{cmue
P-p-0alp- (1+4) -H -D-BlopNac- (1+4}y u—n—n:»- (1+4) - -B-GLcpARC~ u«»}
c-b-llnp- (33}
P-D-salp- (1-+4) -B-n-aicpMac- (142))
B8; b5;bs; G-D-nanp- (1+6)y 8
b7 P -3-0alp- (144) P -D-sicpmac- {1e4)y c-!-u:ap~ {1+4) -B-D-BLEPMAC - (144) -B -D-GLopMac
Andmalo a-n-u:np-ma)‘
B -D-8slp- (144} -f -D-BLepMec- (142)
TABLA 13
Fuente Subfragmentos de hidratos de carbono ME
b1;ba:bs; o-L-Fuc-{1-6)-p-D-GLcpNac 9
b7
b1:b2;b3: B-D-GlcpNAc-{1—4) §-D-GlcpNac 10
b4:b5:b6;
b7:b8
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Fuente Subfragmentos de hidratos de carbono ME
b1;b2;b3; a-D-Manp-(1-4) -B-D-Gl cpNAc-(1—4) -8-D-GicpNac 11
bd;b5;bs;
b7:b8
b1;b2;b3; a-D-Manp-{1-86)-a-D-Kanp-(1-6)-$-D-GlcpNAc-(1—4)$-D-GkpNaC 12
b4;b5:bs;
b7:b8
bi:b2;b3; a-D-Manp-(1-3)-a-D-Manp-(1—4)-8-D-GicpNAc-(1—4)-8-D-GicpNaC 13
b4;b5;b6;
b7;b8
b1:b2;b5; 8-D-GicpNac-(1—-2})-a-D-Menp-(1-6)-a-D-Menp-(1—4)-p-D-GicpNAc-(1-4)-8-D-GiepNac 14
b6
b1:b2;b3; B-D-GlcpNac-(1—2)-«-D-Manp-(1-3)-a-D-Manp-(1—4)-8-D-GlcpNAc-(1—4)-B-D-GicpNac 18
b4;b5;b6;
b7:b8
b5;b6;b7; B-D-GlcpNac-(1—4)-a-D-Manp-(1-3)-«-D-Manp-(1—4)-B-D-GlcpNAc-(1-4)-B-D-GlcpNac 16
bs
b1;b2;b5; B-D-Galp-{1—4)-B-D-GlcpNac-(1—2)-a-D-Manp-{ 1 —6)-a-D-Manp-(1—4)--D- i7
be GlcpNAc-(1 —4)-B-D-GlcpNaC
b1:b2;b3; B-D-Galp-(1-»4)--D-GlcpNac-{1—2)-a-D-Manp~(1—3)-a-D-Manp-(1—4)-B-D- 18
b4:b5:bs; GlcpNAc-(1 —4)-B-D-GlcpNac
b7:b8
b5;b6;b7; 8-D-Galp-(1—4)}-B-D-GlcpNac-(1 —4)-a-D-Manp-( 1 —-+3)-a-D-Manp-(1 - 4)-B-D- 19
bs GlcpNAc-(1—4)-B-D-GlcpNac
b5:b6;b7; P D-8lopsan- (10d)y 20
bg aed-manpe(le

P-pe-slopan-(342)
b1:b4;bs; Beberua- (Lob]y 21
b7 B-D-sicpNac

B-t-olcpitnc~ (Lq)l
b5;b6;b7: B-D-8alp- (144) B -D-Bhopmae- (1+4) 22
bs a-i-u'qp- (1=

B -b-eicpmtac- (L+3)

bs5;b8;b7; B-s-oicpac- (1+4)y =
b8 c---u:»- e

B-D-9aip- 1124} -§ -p-cieprien- m::]
b1;b4;b5; BeL-Peo~ {146}y 24
b7 )

B p-slopac

B-B+Nanp - (1+4] B -D-CLOPNAC- (L4}
b5:b6;b7; $-0-0elp - (148} -f -D-SLcpMac- {14}y 25
bs R a-s-naap. {Le

B-D-001p « (144) B -D-Glrpilac- {12) }
b5:b6:b7: O-Duanp- (146)y 26
bs

}
B -0-0LcpNaD-(1+4); O-B-manp- (1<
]
GeB-Renp- {13)
|
B-0-olepsac- (Le3)J
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Fuente Subfragmentos de hidratos de carbono ME
b5:b6:b7; p -v-olepaac- lhu} 27
b8 BD-NERP - (143) C-D-NERP~ {1
[]
P -0-0aip={2+4) P ~-D-OLcpaac 142}
bS;bs;b7; n-a-mp-u-:lh‘ 28
b8 ®-p-neup- (1+
B-0-081p-(144) P-D-DlepMac- (144} <B-D-NeDp- uc:)’
b1;b4;bs; "eL-Pug- (146)y 28
b7 !
#-D-slopnec
K-D-9ANp - (L+€) -G-B-Rabp- (L+4) B D -OLepihc- u«v}
b1;b4;b5; b -vee- (196 30
b7
B-»-Sicpnec
S-DMABP - (343} “QeBoNauP= (144) - ~D-SLEPMA0 - u«;,
bs;b6;b7; Pore0alpe (104) P 0-dlcpiac- (L4} 31
b8 G~D~NABP - (143) <G -D-Manp~ (L
$-3<802p- (144) B -5-DicWiNC - (143}
b5;b6 P -2-0Lcpiac- {192) -G-D-Nenp- (A+b}y 32
|
P-B-SLepwmen- (M‘)} £-0-M20~ (1o
a-g-manp-~ {1+3)4
B -p-ohcpmac- (Le)
b5;b6:b7; G-B-REnp- (18] 33
b8 '-n-olwa«)} u-lm, (1
G-D-Nenp- (I03)
PoR~841p~ (144) -§ -D-BLTPMEC~ {143}
b1:b2;bs; B ~9-CLEWNAC - (1+2] -G-D-Ranp- (148)y 34
bé -n-maap- (1
PoD-0aLp - (1+4) ~P ~D-SLCPNAC- [1+4) -O-0-RaBP~ {343)
b1;b4;b5; Bt ePuc - (Rol)y 35
b7 l-a-'lwllc
P-D-81CDNEC (392) “R-D-NaDP~ (143} ~A-D-RADP - (144} B ~P~OLLPMAC - (194)
bi;bs G-L-Peo- (Lv6) 36
p-p-clcpmag
$-0-0LCPNAC- (143) ~T~D-MEBD~ [L48) <A -D-Nanp = (1+4) -G-u-cuus\c-u«)j
bS;b6:b7; G-4-Tvo- (he8l4 37
b8 » -D-m‘ c
P-D-0Lupiac- (144) ~G-D-Nenp- [1+3) A-D-NaAP- {1+4) -o-n-me—n«;}
bt,bs Gou-Tuo-(1+8)y 38
1]
. -i-d.xull.e
$-9-Salp- {144} -P-D-OLPMC - (142) ~C-D-Nehp- (18} -B-D-Nanp- [1+4) B -B-CLCDIN G- (144}
th:bS; Bab-Tuc=-(1+6)y 39
b7

t
$-p-GicpMec
$-D-0alp~(1+4) P -D-Olcpiac{192) -G -D-Manp~ (1=3) “G=B-HEnp - {1+4) B D-BLCPMAC » {14} 4
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P-0-0alp- {14} H-p-Olcpan- {144}y  G-D-menp- (1<
}
G-D-MeaD - (1Le3)
£ -D-Balp- (244} B -D-0Llcpiac (1417)

Fuente | Subfragmentos de hidratos de carbono ME
bs B-LePus~ (A48) T | 40
p-rolquu
£-9-041p-{1+4) ~B -D-OLcpNac- [ 144} G-D-NANP- (143) -GA-D-anp~ {144] P ~B-GLCRIMO- (144)
b5;b6;b7; S-B-Ranp- (1+8) } 41
bs §oD-0a1p- lLod} Bop-BLepnas-(1ed]y  G-3-NaRp- {1+
GoB-Runp - (o))
B-D-datp-(1+d) Pon-Slcpuac (La2)
b5;b6 §-0-0ai- (1+4) $-0-8Lemtsa-(191) «-B-sarp< {1441y 42
$ -2-0lopiar= u-‘u} G-PoNABD = (L
SeD enp- (143)
1
§-0-0rcprec- 3
b5:b6 P -D-81CpMec~{1+2) ~a+Dianp - (Loh)y 43
$-5-8lopiieo- (1‘4): S-D-Reap- (Lo
1
a-D-uenp- (2+8) 4
$-3-001p- {144) B -B-0lcpmac- (1=2)
gg;bG:bT: P -2-0elp-(3~q) - ~B-8l cpiac~ n«)] 4“4
! B-0-NaEY~ [143) “G-V-HARS~ (394) B ~D-HLapiAC- (A
B-P-Bein~ 11w} -8 ~Deslrastec - (12
b1:b2;bs; $-0-8alp- [144) -B-D-Blepras- (1+2) <o-D-Rang- (156) 1 45
[}
b6 G D-Manp= (i
P-D-8aLpr [Led) P oD-BLEPNAG (L0} s RaRanp~ (143}
bs;bé BeD-Slephac- (142} -8 -D-0anp- (146} 46
P-3-8alp=(1+4) P-b-0icpmec~ ““,} Q-0-Raap- {1+
a-D-Nanp -~ {343)
B-D-9aip- (1-+4) -0 -D-SLcpMet - (143)
bs:b6 ! P-0-0elp~(1+8) -§ -D-SLOPNEG- {143} -Q-D-MaABP~ {146 47
]
$-B-94Lp- (1+4] - -D-SLeRMeC- n.«h| G-2-Renp- (i
u-n-u'no- uuw'
$-D-0leniac-(1=2)d
b5;b6 P-D-0aip- {144) B -D-SLEMIAT= (L+R) ~G-D-Manp- (1+8) 4 48
'-t-om-cm:: G-pemenp- {1
G-0-manp~ (143}
8-B-8alp- {1l+d) B-D-LcoMac- (13}
b1:b2:bs; B3 0e1p- [Leod) § -D-BLcpMac- (148) -G -D-Nanp- {1+6), 49
1
b6 G-D-Nanp=(1+4) B ~D-oLlepihe - (14
B-D-8419- [1+4) - -D-QLEONAS - (144) -G-D-WanP- (143}
bs:b6 PB-2-8alp- (1+4] - -D-Lopsac- {142) -G-D-Nanp- (1+8) 50
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La tabla 14 incluye una lista de los ME requeridos para la sintesis de la coleccién de hidratos de carbono complejos

descritos en las tablas 12-13.

ES 2 277 588 T3

TABLA 14
ME | Primer monosacérido nmovilizado Squ x mgm de RI E!(Elos“ d;;?alles de RE se
1 GlcpNac-8 H17,C1,C4,H8,C5H10,07,83
2 GlcpNac-$ H17,C1,C4,H8,C5H10,D7
3 GlepNac-8 H17,C1,C4,H8,C5D7,H10
4 GlcpNac-S H17,C1,C4,H8,C5,07,H10,07,B3
5 GlcpNac-S H17,C1,C4,H8,H9,C5H10,D07,B3
6 GicpNac-S H17,C1,C4,H8,H9,C5,H10,D7
7 GlcpNac-S H17,C1,C4,H8,H9,C5,07,83
8 GlcpNac-S H17,C1,C4,H8,H9,C5,07,B3
9 GlcpNac-S B4
10 GlcpNac-S H17
11 GlcpNac-S H17,C1
12 GlcpNac-S H17,C1,C7
13 GlcpNac-S H17,C1,C4
14 GlcpNac-S H17,C1,C7,H10
15 GicpNac-S H17,C1,C4,H8
16 GlcpNac-S H17,C1,C4,H9
17 GlcpNac-S H17,C1,C7,H10D7
18 GlcpNac-S H17.C1,C4,H8,D7
19 GlcpNac-S H17,C1,C4,H8.D07
20 D-Man-a-(1,0)-S H18,H19
21 GlcpNac-8 H17,B5
22 D-Man-a-(1,0)-S H18,D7,H19
23 D-Man-«-(1,0)-S H18,H19,D7
24 GlcpNac-S H17,C1,B3
25 D-Man-«-(1.0)-S H18,H19.D7
26 D-Man-u-(1.0)-S C8,H8,H9.C7
27 D-Man-«-{1,0)-S C8,H8,D7,H9
28 D-Man-a-{1,0)-S C8,MH8,D7,C7
29 GlcpNac-S H17,C1.C7,B3
30 GlcpNac-8 H17.C1,C4,83
31 D-Man-a-(1,0)-8 C8,H8.H9,D07
32 D-Man-«-{1,0)-8 C8,H8,H9,C7.H10
33 D-Man-«-(1,0)-S C8,H8,D7,H9,C7
34 D-Man-x-(1,0)-S C8,H8,D7,C7,H10
35 GlcpNac-S H17,C1,C4,H8,B3
36 GlcpNac-S H17,C1,C7,H10,B3
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ME | Primer monosacérido inmovilizado Soquenc de '?Et‘a'“l : Getales de RE se
37 GlcpNac-S H17,C1,C8,H9,83

38 GlcpNac-S H17,C1,C4,H8,B3,D7
39 GlcpNac-S H17,C1,C7,H10,B3,D7
40 GlcpNac-S H17,C1,C8,H9,B3.D7
41 D-Man-u-(1,0)-S C8,H8,H8,C7,D7

42 D-Man-«-(1,0)-8 C7,H10,D07,H8,H9

43 D-Man-u-(1,0)-8 C8,H8,D7,H9,C7,H10
44 D-GlcpNac-B-(1,0)-S C9,C10,H8,H9,D7

45 D-Man-a-(1,0)-S C7,H8,C8,H10,D7

46 D-Man-a-(1,0)-S C7,H8,H8,D7,C8,H10
47 D-Man-«-(1,0)-S C7,H9,C8,H10,D7,C8
48 D-Man-o-(1,0)-S C7.H8,C8.H10,D7,H8
49 D-GlcpNac-8-(1,0)-S C9,C10,H8,C5,H10,D7
50 D-Man-«-(1,0)-S C7,H8,HS9,C8.H10,D7

Ejemplo 3

Durante la dltima mitad del siglo se ha demostrado que muchos polisacdridos de bacterias, hongos y plantas
tienen actividades antivirales, anticoagulantes, antitrombdticas, anticardiovasculares y antitumorales (Witczak, 1997).
También se encontr6 que un patron estructural general es comin a todos estos hidratos de carbono
complejos. La mayoria de estos hidratos de carbono complejos incluyen una o dos unidades de monosacarido de re-
peticién conectadas con uno o dos tipos de enlaces glicosidicos y decoradas con puntos ramificados de longitud cons-
tante.

La tabla 15 resume ejemplos parciales de tales estructuras tnicas.

(Tabla pasa a pdgina siguiente)
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TABLA 15
Fuente Nombre comGn | Actividad Contenido de | Configuracidn Referencia
monosacirido
Nothogenia Xilomanano antiviral xilosa- manoesa con  enlace | Matulewicz,
fastigiata manosa 1,3 (98%) sulfatada | 1978
en las posiciones 2
y 6 con fragmentos
simples de f$-1,2-
xilosa
Agardhiella Sulfato de | antiviral galactosa D y L-galactosas con | Rees, 1965
tenera galactano enlace 1,3 con 3,6~
anhidro-D Y L-
galactosa con
semiéster sulfato.
Ecklonica Fucoidano anticoagulante fucosa unidades con enlace | Nishino,
kurome a-1,2 de L-fucosa-4- | 1989
sulfato con
ramificacién o una
segqunda unidad de
sulfato en la
posicién 3
Saccharomyces Glucano ant itumoral glucosa B-1,3-D-glucosa con Konis,
cerevisia (Zimosano) ramificaciones de B- 1976;
1,6-D-glucosa Misaki,
1968
Mycobacterium LAM evoca al TNF arabinosa Nacleo de a-1,2— | Chatterjee,
bovis Y otras | manosa manosa con | 1998;
citocinas ramificaciones de a- Nigou, 1997
1,2-D-manosa
alargada con cadenas
lineales de a-1,5-D-
arabinosa
Alcaligenes Curdlano antitumoral glucosa B-1,3-D-glucosa Sasaki,
faecalis var. lineal 1978
Sintesis Ara-curdlano antitumoral arabinosa B-1,3-D-glucosa con Matuzaki,
quimica glucosa a-1,5-D-arabinosa 1986
unida en la posicidn
466

Estudios de viscosidad asi como andlisis 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 hidrélisis parcial de estos hidratos de carbono complejos

también tienen algunas actividades terapéuticas (Misaki, 1980).

Como tal, la presente invencién puede utilizarse para seleccionar bibliotecas combinatorias de oligosacéridos que
incluyen oligémeros cortos derivados de los hidratos de carbono complejos enumerados anteriormente. Tales frag-
mentos pueden, por ejemplo, incluir una o dos unidades de monosacarido de repeticién unidas entre ellas a través de
uno o dos tipos de enlaces glicosidicos. Tales fragmentos también pueden incluir ramificacién moderada cuando se re-
quiera. Tales series combinatorias de polisacaridos pueden utilizarse para el aislamiento de nuevos agentes antivirales,

anticoagulantes, antitrombdticos, anticardiovasculares y antitumorales.
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Ejemplo 4

El siguiente ejemplo representa hidratos de carbono complejos sintetizados que incluyen ramas de 8(1,3)D-glucosa
y B(1,6)-D-glucosa. Cada uno de los oligdmeros mostrados incluye 7 monémeros. Se apreciard que un oligémero que
consiste en de 2 a 30 unidades o mds también puede sintetizarse mediante el método de la presente invencién tal como
se describe en el presente documento.

B-p-olep- (146},
1 B-D-Glcp-(L*S)-bvn-blcp-(1*3)-b—n-olcp
f-D-BLlcp-(1+3) B -D-GLep- (143) B -D-6lep- (1-03)j
p-D-clcp- (146),
2  B-b-Blep- (146), B-n-alop
9-n~ox|.cp- (143} -B -D-GLep~ (193) B ~D-GLop- n.*a)ll
f-d-Blcp-{143)

p-D-BLep~ (146) 4
t
n p-D-olcp- (146)4 B -p-Glop-(1+3) 4-D-0Lcp

] I
8 -p-6lep- (143)9
|
B -D-Glep- (143) -B-D-glep- (13) ¢

Ejemplo 5

El siguiente ejemplo representa hidratos de carbono complejos sintetizados que consisten de un esqueleto de uni-
dades de B(1,3)D-glucosa y ramificaciones de «(1,5)D-arabinosa, que se colocan en cualquier ubicacién deseada a lo
largo del esqueleto. Cada uno de los oligémeros mostrados a continuacién incluye 12 mondémeros. Se apreciard que
un oligémero que consiste en de 2 a 40 unidades o mds también puede sintetizarse mediante el método de la presente
invencion.

-D-AEAL= (146} “G~D-ArEL~ (193] “A-D-ATEL - (1o4)
1 G~D-Arag-(146)y b‘n-a{cv- t143) B -D-0lp~ (143} - -B-GLop- (343) -H-B-6Lcp
b-n-oicp- {12+ -5-»-0“:-(1—*3)}
P-n-Bicp- (A+3} -B-D-Olop- (ua)}
$-0-810p - {1431 P -D-BLoP- (13} P -D-Blep-(143) B -B-0LCp-(1ed)y
2 B-D-Olep~ (1+8) P-D-0Lap- (143} -R-D-GLep- (143) -B-D-0Lep
B-DoArals(lef) «G-D-Agaf- (18]} i-BeAxaf~(1od)}~B-B-Ataf~ (1-2)

G-D-ATAf- {146) ¢ AeBerref-(1ud)y
1 1

n P-b-olep- (1+3) P -0-Olop-(143) -B-D-OLlep~ [1ed)y P-D-Slcp
) |
B -D-0LOD= (1+1) B ~D-OLap~ {33} - ~B-8lep- (143} B-0-0LEP-1343))

i
G-B-Axal~ {148} «A-B-ACal-(leR)d
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Ejemplo 6

El siguiente ejemplo representa hidratos de carbono complejos sintetizados que consisten en @-L-fucosa o a-L-
fucosa-4-sulfato con enlace a(1,2) con ramificaciones o unidades secundarias de sulfato colocadas en la posicién
3. Cada uno de los oligémeros mostrados a continuacién incluye 6 monémeros de sacdrido. Se apreciard que un
oligémero que consiste en de 2 a 20 unidades o més puede sintetizarse mediante el método de la presente invencion.

Sulreto - (04} -G -L-Fucp-{142) ~G-L-fucp- (143},
§

1 O-L -FUGP- (142} “G-L-TUCP= (142) ~H-L-Fucp- {4+0) ~SulLato
Sulfato - {O+4) -T-L-FuEP- (142)J

8ulfato - (0+4) ~Q-L-Fucp~ (142) -G-L-Fucp-~ {142}4
I

2 Q-L-Fucp~(4+0) -sulfato
i
Sullato - (0+4) ~a-L-Fucp- {142) -B-L-Fucp- (142} ~G~L-Fuep- {124
Bullato > (044) -R-L-Fucp- (142) -X~L-Fucp- (142)
1
n SulZato-{(-4), X -L-FucP- (4+0) -Sulfeto
t )
G-LoTROP= (142) ~Q-L-Fucp - {1-2}4
)
Bulfato- {044) ~G-L-Fucp- (1+2)J
Ejemplo 7

El siguiente ejemplo representa hidratos de carbono complejos sintetizados que consisten en @-D-manosa o a-D-
manosa sulfatadas con enlaces (1,3) colocadas en las posiciones 2 y/o 6, y que incluyen fragmentos simples de 5(1,2)
xilosa. Cada uno de los oligémeros mostrados a continuacién incluye 5 mondmeros de sacarido. Se apreciard que un
oligémero que consiste en de 3 a 20 unidades o mas también puede sintetizarse mediante el método de la presente
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invencion.

sullato - (0+8) 4
1 u-b-u:np- {1+3) «X~D~Manp= (143} 4
sulfavo - (042 )} u-n-n:np- {143)4
G-D~Xybp- (1+2}] G~D~ulnp. {6-+0) ~2ullato
sulfato- (003)}
Sulfato - (048]
2 «-D -mlmp- {143) -B-D-Nanp- (143)4
Sulfato- um)} u-n-niun- (3-3)4
sulfato - (0+23 H’ a-o-uinp- {6+0) -sulfaco
O=DeXylp~ tlﬂ)J
.
sulfato - (0+6) 4
b a-u—m'mp— {1+3) -X-D-Wanp ~ (143} 4
u-n-xylpquz)} a-n-n'mp-u-oah
Sulfato - (042 )-! u-n-u:np- {6+0) ~5ulfato
A-p-xylp~ unzyl'
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Ejemplo 8

El siguiente ejemplo representa hidratos de carbono complejos sintetizados que consisten en unidades de «(1,5)D-
arabinosa y @ (1,2)D-manosa con un nticleo de una unidad de a-D-arabinosa conectada a la unidad de a-D-arabinosa
en la posicion 2 o a la unidad de @- D-manosa en cualquier posiciéon. Cada uno de los oligdmeros mostrados a
continuacién incluye 9 monémeros de sacdrido. Se apreciard que un oligémero que consiste en de 2 a 70 unidades o
mads también puede sintetizarse mediante el método de la presente invencién.

1 8D Momp<(1o2) 40 Woap 1142} P B -aval- {12} G-D-brad  {3+5) S-D-drat- (343} G B-0vak {13} 4D Merp- (193] € 0 Mang- {143) w-B-acat

2 S-D-warg- (1e2) 00 -Warp 11421 B B Araf - (192 -G-D-ared « {183 @-D-Aral- (343 4 -9-2ral+{1+3) B-D-4vat- (142} €8 Namp - (1+8) G- D drat

.

n B0 1< (1025 €D MNP {1921 D D424~ {192} W B-AEAL - {195) WD -ATAR+{10D) O D ATAL +{1v8) KD hxaf (13} W D-Arsl+(1+8) DD asat
Ejemplo 9

El siguiente ejemplo representa hidratos de carbono complejos sintetizados que consisten de unidades de a-1,5-
D-arabinosa y @-1,2-D-manosa unidas a un dnico nicleo de una unidad de S-D-arabinosa, que estd conectado a la
unidad de a-D-arabinosa en la posicién 2 o a la unidad de a-D-manosa en cualquier posiciéon. Los hidratos de carbono
complejos también incluyen una S-D-arabinosa ramificada que estd colocada en la posicién 3. La antena ramificada
incluye, tal como un oligémero principal, un tinico nicleo de una unidad de S-D-arabinosa conectada a @-D-arabinosa
en la posicién 2 o a @-D-manosa en cualquier posicién. Cada uno de los oligémeros mostrados a continuacién incluye
14 monémeros de sacdrido. Se apreciard que un oligémero que consiste en de 2 a 70 unidades o mds también puede
sintetizarse mediante el método de la presente invencion.

PRS- (29E) U0 -Naxp - 11+2) § -D -axafl - (1o8) BD-sral-(1e8)y

]

‘ B ATOR (098] '3 At 1278) KB AKaE- (320) € D 4548 (3v8) € -D-2vak-[3+D} # O dsal
& PManPc(1o8) P NeIP 1312 B D oseak 103 4 @ 20t - |$eP)
BD WA (302) 4D Nawp - 1242) B D AvaR- (122} -0 D -STAL- (e}

2 SR ARAE (R00) G0 254l (523) G B-AreL - (3o3) S B-MeNp - 28} @ -D-2eat-I4o8) G -v-aral
]
BB RN (222) B P NakP 1302} 4 PoATSE {3431 @ Dooral (D3}

E B WA - {2V TS BB MNP (292) D B -hvat -{1v2) B Avat -1348)y

"l'h:‘l'ﬂ"! VD AIRL (178} G B-ALaR - {10D) N D Mamp < 140) G B-ATSD v Ik S) w-Doaxat
-3 MAMp - (1783 G-B WIp - (192) § D aval - Fivd) 4 B-avad  ($+9?

Sintesis de la biblioteca de hidratos de carbono complejos

Los siguientes ejemplos describen en detalle experimentos que demuestran la sintesis enzimatica secuencial bi-
bliotecas de hidratos de carbono complejos de acuerdo con las ensefianzas de la presente invencion.

Materiales y Métodos

Abreviaciones usadas a continuacion: BSA - Albimina de suero bovino; GlcNAc - N-acetilglucosamina; PNP-
GIcNAc - p-nitrofenil-N-acetil-8-D-GIcNAc; GlcNAc-COOH - 2-(2-carboxietiltio)-etil 2-5-D-GlcNAc; NHS - N-hi-
droxisuccinimida; EDC - 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida; D.O. - densidad 6ptica; 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 fluoresceina.

Materiales generales: PBS - tampon fosfato 0,1 M, pH 7,5, NaCl 0,15 M (Sigma S-7653); TBS - Tris/HC1 50
mM, pH 7.5 (Sigma T-6791), NaCl 0,15 M; TBST - TBS, Tween 20 al 0,05% (Sigma P-9416); Tampén de lavado de
alta fuerza iénica - PBS, NaCl 2 M, MgSO, 60 milimolar, Tween 20 al 0,05%. Se prepar6 una disolucién de sustrato
de peroxidasa mediante la mezcla en agua de diclorhidrato de O-fenilendiamina, 0,4 mg/ml, per6xido de hidrégeno
de urea, 0,4 mg/ml, tampén 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 (Ndmero de catdlogo 478042). Se midieron la densidad
Optica y la fluorescencia usando un contador de marcadores miiltiples VICTOR? (Wallac OY, Finlandia). Todas las
incubaciones en placas de microtitulacion se realizaron a una temperatura y velocidad de agitacién controladas usando
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un incubador de placas de microtitulacién que se obtuvo del incubador/agitador Anthos Thermostar, Rosys Anthos
GmbH Salzburg Austria (Ntiimero de catdlogo 8850001).

Condiciones y mezclas de reacciones enzimdticas generales (RE)

D7: Se anadieron a cada pocillo de una placa de microtitulacién 100 ul de MOPS 50 mM (SIGMA M-9027),
BSA 10 mg/ml (SIGMA A-7030), MnCl, 20 mM (SIGMA M- 9522), UDP-Gal 0,5 mg/ml (Calbiochem 670111) y
20 miliunidades/ml de 81,4 galactosiltransferasa recombinante(Calbiochem 345650) a pH 7,4 y se agit6 la placa a 50
rpm a 37°C durante 3 horas. Después de la incubacidn, se extrajo la mezcla de reaccidn y se lavaron los pocillos tres
veces con 200 ul de TBST, consistiendo el dltimo lavado en un remojo de 15 minutos. Se reemplazé el TBST con TBS
NaNj; al 0,2% (Sigma S- 8032) y se guardd la placa a 4°C para las reacciones enzimaticas posteriores.

A2: Se afiadieron a cada pocillo de una placa de microtitulacién 100 ul 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 @2,3(N)-
sialiltransferasa recombinante (Calbiochem 566218) a pH 7.4 y se agit6 la placa a 50 rpm a 37°C durante 4 horas.
Después de la incubacidn, se extrajo la mezcla de reaccién y los pocillos se lavaron tres veces con 200 ul de TBST,
consistiendo el tltimo lavado en un remojo de 15 minutos. Se reemplazé el TBST con TBS NaNj al 0,2% (Sigma S-
8032) y la placa se guardé a 4°C para las reacciones enzimadticas posteriores.

B2: Se afiadieron a cada pocillo de una placa de microtitulacién 100 ul de MOPS 50 mM (SIGMA M-9027),
BSA 10 mg/ml (SIGMA A-7030), MnCl, 20 mM (SIGMA M- 9522), GDP-Fuc 0,5 mg/ml (Calbiochem 371443) y 5
miliunidades/ml de «1,3 fucosiltransferasa recombinante (Calbiochem 344323) a pH 7,2 y se agit6 la placa a 50 rpm
a 37°C durante 4 horas. Después de la incubacion, se extrajo la mezcla de reaccion y los pocillos se lavaron tres veces
con 200 ul de TBST, consistiendo el dltimo lavado en un remojo de 15 minutos. Se reemplazé el TBST con TBS NaNj;
al 0,2% (Sigma S- 8032) y la placa se guardé a 4°C para las reacciones enzimaticas posteriores.

D3: Se afiadieron a cada pocillo de una placa de microtitulacién 100 ul de tampdn de cacodilato de sodio 100
mM (SIGMA C-4945), BSA 10 mg/ml (SIGMA A-7030), MnCl, 20 mM (SIGMA M-9522), UDP-Gal 0,5 mg/ml
(Calbiochem 670111) y 5 miliunidades/ml de 1,3 galactosiltransferasa recombinante (Calbiochem 345648) a pH 6,5
y se agitd la placa a 50 rpm a 37°C durante 4 horas. Después de la incubacidn, se extrajo la mezcla de reaccién y
los pocillos se lavaron tres veces con 200 ul de TBST, consistiendo el ultimo lavado en un remojo de 15 minutos. Se
reemplaz el TBST con TBS NaNj al 0,2% (Sigma S- 8032) y la placa se guardé a 4°C para las reacciones enzimaticas
posteriores.

A3: Se afadieron a cada pocillo de una placa de microtitulacién 100 ul de tampdn 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 a2,6-(N)-sialiltransferasa recombinante (Calbiochem 566222) a pH 6,0 y se agit6 la placa a 50 rpm a 37°C
durante 4 horas. Después de la incubacidn, se extrajo la mezcla de reaccién y los pocillos se lavaron tres veces con
200 ul de TBST, consistiendo el dltimo lavado en un remojo de 15 minutos. Se reemplaz6 el TBST con TBS NaNj; al
0,2% (Sigma S- 8032) y la placa se guardé a 4°C para las reacciones enzimadticas posteriores.

H3: Se afnadieron a cada pocillo de una placa de microtitulacién 100 ul de tamp6n de cacodilato de sodio 50 mM
(SIGMA C-4945), MnCl, 20 mM (SIGMA M-9522), BSA 10 mg/ml (SIGMA A-7030), dimetilsulféxido al 5%, UDP-
GlcNAc 0,5 milimolar (Calbiochem 670107), trifosfato de adenosina 0,75 milimolar y 5 miliunidades/ml de 51,3-N-
acetilglucosaminil-transferasa recombinante (preparada tal como se describe en Zhou et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA volumen 96 paginas 406-411) a pH 7,0 y se agité la placa a 50 rpm a 37°C durante 10 horas. Después de la
incubacion, se extrajo la mezcla de reaccién y los pocillos se lavaron tres veces con 200 ul de TBST, consistiendo el
ultimo lavado en un remojo de 15 minutos. Se reemplazé el TBST con TBS NaNj al 0,2% (Sigma S- 8032) y la placa
se guard6 a 4°C para las reacciones enzimadticas posteriores.

Se omite el BSA de la mezcla de reaccién y las etapas de lavado se realizan usando tampdn de alta fuerza idnica
en lugar de TBST cuando las reacciones enzimaticas se realizan en placas Covalink NH incluyendo un monosacérido
acoplado covalentemente.

Ensayos de union lectina/anticuerpo

WGA: Se afiadieron a las placas 100 ul de lectina de WGA conjugada con peroxidasa 5 ug/ml (SIGMA L-3892,
150 unidades de peroxidasa por mg de proteina) y se incubaron durante 1 hora a 25°C en TBS que contenia BSA al
1% y 10 milimolar de MnCl, y CaCl,. Se lavaron los pocillos 3 veces con 200 ul de TBST, consistiendo el dltimo
lavado en un remojo de 15 minutos. Para detectar la WGA marcada con peroxidasa, se afladieron 100 ul de disolucién
reciente de sustrato de peroxidasa, y una hora mas tarde se determiné la D.O. de la disolucién (a 450 nm).

RCA120: Se anadieron a las placas 100 ul de lectina de RCA 120 conjugada con peroxidasa 10 ug/ml (SIGMA L-
2758, 11 unidades de peroxidasa por mg de proteina) y se incubaron durante 1 hora a 25°C en TBS que contenia BSA
al 1% y 10 milimolar de MnCl, y CaCl,. Se lavaron los pocillos 3 veces con 200 ul de TBST, consistiendo el tltimo
lavado en un remojo de 15 minutos. Se afiadieron 100 ul de disolucién reciente de sustrato de peroxidasa, y una hora
mas tarde se determiné la D.O. de la disolucion (a 450 nm).
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TGP: Se afiadieron a las placas 100 ul de TGP-lectina 20 ug/ml conjugada con peroxidasa (SIGMA L-1508, 10
unidades de peroxidasa por mg de proteina) y se incubaron durante 1 hora a 25°C en TBS que contenia BSA al 1%
y 10 milimolar de MnCl, y de CaCl,. Se lavaron los pocillos tres veces con 200 ul de TBST, consistiendo el dltimo
lavado en un remojo de 15 minutos. Se afiadieron 100 ul de disolucién reciente de sustrato de peroxidasa, y una hora
mads tarde se determiné la D.O. de la disolucién (a 450 nm).

BS-I: Se afiadieron a las placas 100 1 de BS-I 20 pg/ml conjugada con biotina (SIGMA L-3759) y se incubaron
durante 1 hora a25°C en TBS que contenia BSA al 1% y 10 milimolar de MnCl, y de CaCl,. Se lavaron los pocillos tres
veces con 200 ul de TBST, consistiendo el dltimo lavado en un remojo de 15 minutos, después del cual se afiadieron a
las placas 100 ul de TBS que contenia BSA al 1% y 5 ug/ml de avidina conjugada con peroxidasa (SIGMA A-3151,
40 unidades de peroxidasa por mg de proteina) y se incubaron durante 1 hora a 25°C. Se lavaron los pocillos tres veces
con 200 ul de TBST, consistiendo el tdltimo lavado en un remojo de 15 minutos. Se afiadieron 100 w1 de disolucién
reciente de sustrato de peroxidasa, y una hora més tarde se determiné la D.O. de la disolucién a 450 nm.

TML: Se afiadieron a las placas 100 ul de TML 20 pg/ml conjugada con biotina (Calbiochem 431803) y se incu-
baron durante 1 hora a 25°C en TBS que contenia BSA al 1%. Se lavaron los pocillos 3 veces con 200 1 de TBST,
consistiendo el dltimo lavado en un remojo de 15 minutos, después del cual se afiadieron a las placas 100 ul de TBS
que contenian BSA al 1% y 5 ug/ml de avidina conjugada con peroxidasa (SIGMA A-3151, 40 unidades de peroxi-
dasa por mg de protefna) y se incubaron durante 1 hora a 25°C. Se lavaron los pocillos 3 veces con 200 ul de TBST,
consistiendo el dltimo lavado en un remojo de 15 minutos. Se afadieron 100 w1 de disolucidn reciente de sustrato de
peroxidasa, y una hora mds tarde se determiné la D.O. de la disolucién a 450 nm.

Anti-sialil-Lewis X: Se afiadieron a las placas 100 ul de IgM anti-sialil-Lewis X 10 ug/ml de ratén (Calbiochem
565953) y se incubaron durante 1 hora a 25°C en TBS que contenia BSA al 1%. Se lavaron los pocillos 3 veces con
200 ul de TBST, consistiendo el dltimo lavado en un remojo de 15 minutos, después del cual se afiadi6 a las placas
una disolucién de TBS que contenian BSA al 1% y 100 ul de IgM de cabra anti-ratén 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 ul TBST, consistiendo
el dltimo lavado en un remojo de 15 minutos, seguido por la incubacién con 100 ul de TBS que contenian BSA al 1%
y 5 ug/ml de avidina conjugada con peroxidasa (SIGMA A-3151, 40 unidades de peroxidasa por mg de proteina) y se
incubaron durante 1 hora a 25°C. Se lavaron los pocillos 3 veces con 200 ul de TBST, consistiendo el tltimo lavado en
un remojo de 15 minutos. Se afladieron 100 ul de disolucién reciente de sustrato de peroxidasa, y una hora mds tarde
se determind la D.O. de la disolucién (a 450 nm).

ECorA: Se afiadieron a las placas 100 ul de ECorA 20 ug/ml conjugada con biotina (SIGMA L-0893) y se incu-
baron durante 1 hora a 25°C en TBS que contenia BSA al 1% y 10 milimolar de MnCl, y de CaCl,. Se lavaron los
pocillos tres veces con 200 ul de TBST, consistiendo el dltimo lavado en un remojo de 15 minutos, después del cual
se afiadieron a las placas 100 ¢l de de TBS que contenian BSA al 1% y 5 mg/ml de avidina conjugada con peroxidasa
(SIGMA A-3151, 40 unidades de peroxidasa por mg de proteina) y se incubaron durante 1 hora a 25°C. Se lavaron los
pocillos 3 veces con 200 ul de TBST, consistiendo el dltimo lavado en un remojo de 15 minutos. Se afadieron 100 ul1
de disolucién reciente de sustrato de peroxidasa, y una hora mas tarde se determiné la D.O. de la disolucién a 450 nm.

Cuando se llevaron a cabo los ensayos de unién descritos anteriormente en aceptores de monosacaridos acoplados
covalentemente, tal como es el caso con las placas Covalink NH, se reemplaz6 la disolucion de incubaciéon de TBS
con TBST y se realizaron las etapas de lavado usando tampén de alta fuerza i6nica en lugar de TBST.

Ejemplo 10
Inmovilizacion de aceptores - la primera etapa

Mientras se simplificaba la presente invencion para la practica, se perfeccionaron varios métodos para la inmo-
vilizacion de aceptores de monosacaridos en placas de microtitulacién. Los aceptores de monosacaridos se unieron
a la superficie de una placa de microtitulacion 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 unién tal como se describié
ademads anteriormente en el presente documento.

Se llevo a cabo la inmovilizacién en placa del primer elemento estructural del aceptor de monosacaridos mediante
o bien (i) la adsorcién de la neoglicoproteina BSA-GIcNAc (8-D-GlcNAc conjugada con BSA) a la superficie de una
placa de microtitulacién; o bien (ii) la inmovilizacién covalente usando un ligador apropiado. Se realizé la inmoviliza-
cién covalente usando o bien la activacién con cloruro ciantrico (figura 5), o bien la activaciéon con NHS/EDC (figura
6) de las placas CovaLink NH. El uso de la activacién con cloruro ciandrico permitié un alargamiento del ligador de
aproximadamente 1,5 nanémetros en cada ciclo de alargamiento. Se midi6 la presencia de monosacarido inmovilizado
(GIcNAc) segtin su unién a lectina usando WGA-lectina conjugada con peroxidasa o FITC. Se cuantificé la unién
usando deteccidn de sefial colorimétrica o fluorescente, tal como se muestra en las figuras 7a-c.
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Materiales y métodos
Adsorcion de GlcNAc conjugado a BSA a placas Maxisorb

Se separé una solucién de Na,CO; 0,1 M, pH 9,6, incluyendo 0-3000 ng de BSA-GIcNAc (preparado tal como se
describe por Monsigny et al., Biol. Cell, 51, 187 1984) en alicuotas de 100 ul en pocillos de una placa de microtitula-
cion Maxisorb (NUNC n° de catdlogo 469914) y se incubd la placa a 4°C durante 16 horas. Después de la incubacion,
se extrajo la disolucién y se afiadieron 200 ul de Na,CO; 0,1 M, pH 9,6, incluyendo BSA 1% y se incubaron las
placas durante 2 horas adicionales para bloquear la unién no especifica de proteinas (tales como enzimas o lectinas) a
la superficie del pocillo. Después del bloqueo, se reemplazé la disolucién de BSA-GIcNAc con tampén TBS/NaN; al
0,2%/BSA al 1% y se guardaron las placas a 4°C.

Se verificé la adsorcion de BSA-GIcNAc mediante WGA conjugada a peroxidasa tal como se describid anterior-
mente en el presente documento.

Resultados

Se cubre el drea de superficie de una molécula dnica de BSA de 66 kDa (aproximadamente 50 nm?) con aproxima-
damente 25 grupos GlcNAc. En una superficie Maxisorb que estd totalmente cubierta con BSA-GIcNAc, la distancia
media entre grupos GIcNAc adyacentes es aproximadamente 1,0 nm y el didmetro 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 monosacdridos, la densidad de los monosacaridos
inmovilizados no deberd exceder 10' por cm?. Ya que en este caso el monosacérido inmovilizado forma una parte
de una molécula de proteina unida que es de aproximadamente 5 nm de didmetro, los grupos de monosacérido estan
localizados aproximadamente 5 nanémetros por encima de la superficie de la placa y por tanto estan disponibles para
el alargamiento enzimadtico por la glicosiltransferasa. La figura 8a describe una curva de saturacion para BSA-GIcNAc
unido a una placa de microtitulacién Maxisorb.

Después de la unién de BSA-GIcNAc, se lavaron las placas con TBST, un tamp6n que contiene un detergente de
fuerza i6nica media (NaCl 0,15 M), para eliminar las lectinas unidas de manera no especifica. Esta etapa de lavado
no elimina la BSA unida y por tanto permite reacciones enzimdticas 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 midié la
cantidad de BSA-GIcNAc (empezando a 200 ng/pocillo) mediante la unién con lectina WGA tal como se describid
anteriormente.

Se realizé la inmovilizacién covalente de GIcNAc a Covalink NH, asi como también el alargamiento de Cova-
link NH con 13 4tomos adicionales en cada ciclo de alargamiento subsiguiente, tal como se muestra en la figura 5.
Los resultados de unién para la inmovilizacién de WGA a S-D-GIcNAc (con ciclos de un alargamiento tinico)o a
CovaLink NH activada con NHS/EDC, mediada por el cloruro ciandrico, se muestran en las figuras 7a-b. La den-
sidad de los grupos amino en la superficie de Covalink NH es de 10" por cm? y la distancia promedio entre los
grupos GIcNAc es de 1 nm, que es suficiente para la unién a lectina. Tras la incubacién con la mezcla de reaccién
D7 (B-1,4 galactosiltransferasa, descrita en la figura 8c), la transferencia de §-D-galactosa a fenil-3-D-GlcNAc in-
movilizado a la placa (conector de 22 dtomos) se verifica utilizando el ensayo de unién a lectina EcorA, tal como
se describi6 anteriormente. No se detect la transferencia de 5-D-galactosa a §-D-GlcNAc inmovilizada a la placa
(placa activada con NHS/EDC con un conector de 20 dtomos). Esto podria deberse a diferencias en la longitud del
conector.

Los métodos de inmovilizacién covalente descritos anteriormente permiten el uso de un tampdn de fuerza i6nica
muy alta (por ejemplo, guanidina HC1 6 M o NaOH 100 mM) en etapas de lavado posteriores, permitiendo asf la
verificacion precisa “in situ” de cada etapa enzimdtica utilizada mediante el procedimiento.

La eliminacién de moléculas unidas no especificamente es crucial para la sintesis precisa de bibliotecas. Dado
que las glicosiltransferasas son glicoproteinas con hidratos de carbono complejos presentados en su superficie ex-
terior, la adsorcion no especifica de la enzima puede interferir con, o generar errores en, la sintesis. Las lectinas y
los anticuerpos también son glicoproteinas y como tal, las uniones no especificas de los mismos pueden conducir
a una prediccién estructural imprecisa. El agente de bloqueo convencional utilizado cominmente en las reacciones
enzimdticas, es leche desnatada. Dado que la leche desnatada contiene muchas proteinas glicoconjugadas, no es ade-
cuada para la sintesis enzimdtica de hidratos de carbono complejos. En cambio, las reacciones de sintesis realizadas
segun la presente invencién utilizaron BSA como agente de bloqueo, puesto que no estd glicosilado. Tal como se
muestra mediante la figura 7b, aunque los agentes de bloqueo quimico interferian con la unién a lectina, el bloqueo
con BSA permitié la unién especifica a lectina, mientras que redujo sustancialmente la unién no especifica. Durante
la préctica, se observd que puesto que los grupos amino activados del cloruro ciandrico se hidrolizan espontdnea-
mente en agua, no hay necesidad de bloqueo adicional cuando se utiliza este procedimiento de acoplamiento en
placa.
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Ejemplo 11
Sintesis de bibliotecas

El alto rendimiento es critica para una sintesis enzimatica en fase sélida iterativa. Dado que las glicosiltransferasas
catalizan la transferencia de un resto de azicar desde un donante de aziicar de nucleétido fosfato hasta un aceptor
apropiado, la degradacion del enlace energético fosfodiéster del azicar del nucleétido es irreversible. Como tal, no
hay ningtin obstaculo teérico que impida la finalizacion de las reacciones de sintesis. Preferiblemente, la concentracién
de azicar del nucleétido de la reaccioén debe ser aproximadamente de 10 a 20 veces superior a un valor de K, de la
enzima para el donante, que oscila desde varios hasta varios cientos de milimolares. En un tnico pocillo de placa
de microtitulacién que contiene aproximadamente 100 ul de disolucién, estdn disponibles 0,2 nanomoles de grupos
de sacdrido unidos al pocillo para la reaccién enzimdtica. Como tal, es suficiente una concentracién de azicar del
nucledétido igual a o superior a 1 milimolar.

Materiales y métodos

Activacion con NHS/EDC 'y acoplamiento de 3-D-GlcNAc: Se dispensaron alicuotas de 50 ul de una disolucién de
2-(2-carboxietiltio)-etil-2-3-DGIcNAc (NNI SS-01-003) en tiras de CovaLink NH y las tiras se incubaron en pocillos
que contenfan 50 ul de una disolucién que inclufa 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 disolucién que contenia metanol/anhidrido
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 disolucién de bloqueo que incluia un 1% de BSA en PBS.

Activacion con cloruro cianiirico: Una disolucion que contenia 48 mg de cloruro ciandrico (Aldrich, nimero de
catdlogo C95501) disuelto en 3 ml de acetona se afiadid, mientras se agitaba, a 45 ml de tampdn fosfato 0,1 M. Se
afiadi6 rdpidamente una alicuota (200 ul) de esta disolucién (en el plazo de 2 minutos) a cada pocillo de una placa de
Covalink NH. La placa se incubé a temperatura ambiente durante 5 minutos tras lo cual se desechd la disolucién y la
placa se lavé tres veces con agua doblemente destilada y se sec6 a 50°C durante 30 minutos.

Ciclo de alargamiento del ligador de amino: Se afiadieron 100 ul de una disolucién de 1,8-diamino 3,6 (MERCK
818116) (3 ml en 50 ml de tampén carbonato 0,1 M, pH 9,6) o disolucién de 1,8-diaminooctano (ALDRICH D2, 240-
1) (100 mg por ml de tampén carbonato 0,1 M, pH 9,6) a cada pocillo de una placa activada con cloruro ciantrico.
Los pocillos se sellaron y la placa se incub6 a 25°C durante 12 horas. Tras la incubacién, los pocillos se lavaron cuatro
veces con agua y la placa se activé con cloruro ciantrico, tal como se describié anteriormente. Se repiti6é un ciclo de
alargamiento de 1,8-diamino-3,6-dioxaoctano hasta que se logré la longitud deseada del conector.

Acoplamiento de 3-D-GlcNAc (primer bloque estructural de monosacdrido): Se unieron moléculas del monosacé-
rido GIcNAc a las placas activadas descritas anteriormente. Se utilizé el siguiente procedimiento para llevar a cabo la
unidn: se afiadié una disolucién que contenia 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 diluyé6 seriadamente dos veces una alicuota de 200 ul de una segunda disolucién que
contenfa 20 mg de p-nitrofenil-N-acetil-8-D-GlcNAc (Calbiochem, nimero de catdlogo 487052) y 200 mg de ditionito
de sodio (Fluka, nimero de catdlogo 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 incubacidn, los pocillos se lavaron cuatro
veces con agua doblemente destilada y después tres veces con metanol (200 ul/pocillo), incluyendo el tercer lavado un
remojo de 15 minutos a temperatura ambiente. El metanol se desechd, y las placas se secaron al aire y se almacenaron
a4°C.

Union de WGA a B-D-GIlcNAc acoplada covalentemente: La presencia de S-D-GIcNAc unida covalentemente
se verific6 mediante la unién de WGA conjugado a peroxidasa o fluoresceina-iso-tio-cianato (FITC). La deteccién
se realiz tal como sigue: se incubaron 100 ul de WGA conjugada con 5 ug/ml peroxidasa (SIGMA L-3892, 150
unidades de peroxidasa por mg de proteina) o FITC (SIGMA L-4895) preparado en TBST que inclufa 10 milimolar de
MnCl, y CaCl, en cada pocillo a 25°C durante una hora. Los pocillos se lavaron tres veces con 200 ul de solucién de
lavado de alta fuerza iénica, consistiendo el dltimo lavado en 15 minutos de remojo. Para desarrollar WGA marcado
con peroxidasa, se afiadieron 100 ul de disolucién reciente de sustrato con peroxidasa y una hora mas tarde se midi6 la
D.O. a 450 nm. E1 WGA conjugado con FITC unido a las tiras de S-DGIlcNAc-Covalink NH blanco (NUNC 453690)
se excitd (485 nm) y se midio la emision de fluorescencia de las mismas (520 nm).

Transferencia de -1,4-galactosa para unirse covalentemente a $-D-GlcNAc: Se anadieron 100 ul de MOPS 50
mM, pH 7,4 (SIGMA M-9027), Triton CF 32 al 0,2% (Sigma), MnCl, 20 mM (SIGMA M-9522), UDP-Gal 0,5 mg/ml
(Calbiochem 670111) y 20 miliunidades/ml de una recombinante S1,4-galactosiltransferasa (Calbiochem 345650) a
cada pocillo de una placa acoplada con 8-D-GIcNAc. La placa se agité a 50 RPM a 37°C durante 12 horas. Tras la
incubacién, la mezcla de reaccion se extrajo y los pocillos se lavaron tres veces con 200 ul de tamp6n de lavado de
alta fuerza idnica, consistiendo el dltimo lavado en una inmersién de 15 minutos. La transferencia de 8 1,4-galactosa
se detecté mediante lectina conjugada con biotina (Erythourina corallodenron ECorA) tal como sigue: se ailadié una
alicuota que incluia ECorA 20 pg/ml conjugada con biotina (SIGMA L-0893, 5 moles de biotina por mol de proteina)
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preparada en TBST que incluia 10 milimolar de MnCl, y de CaCl, a cada pocillo y la placa se incubé durante una hora
a 25°C. Los pocillos se lavaron 3 veces con 200 ul de tamp6én de lavado de alta fuerza idnica, consistiendo el tltimo
lavado en una inmersién de 15 minutos. Tras la incubacién con 100 ml de avidina conjugada con peroxidasa (5 mg/ml
en TBST), los pocillos se lavaron 3 veces con 200 ml de tamp6n de lavado de alta fuerza idnica, consistiendo el dltimo
lavado en una inmersién de 15 minutos. Para detectar la unidn, se afladieron 100 ul de disolucion reciente de sustrato
de peroxidasa y una hora més tarde se midi6 la D.O. a 450 nm.

Medicion de la cinética de B1,4-galactosiltransferasa (D7) en fase solida: L.a mezcla de reaccion enzimaética es tal
como se describe para D7, con la excepcion de que en este caso, se utilizaron 3,9 miliunidades/ml de 81,4-galactosil-
transferasa. La fase sélida consisti6 en placas de Maxisorb recubiertas con 3 mg/pocillo de BSA-GIcNAc. La mezcla
de enzimas se afiadid a cada pocillo a intervalos de 10 minutos. Los pocillos se lavaron entonces con TBST tres veces
y se midi6 la unién de RCA |, tal como se describié anteriormente.

Resultados

Los resultados obtenidos mientras se lleva a la prictica la presente invencién indican que una reaccién en fase
sOlida es més lenta que una reaccidn en fase liquida. Tal como se muestra en la figura 12, la transferencia enzimatica
de galactosa a 0,5 nanomoles de GlcNAc unida usando 0,5 mU de 3-1,4 galactosiltransferasa tarda aproximadamente
una hora en completarse, comparado con aproximadamente un minuto que tarda en completarse la misma reaccién en
disolucidn. Por tanto, para alcanzar un rendimiento maximo, se emplearon 0,5 miliunidades de cada enzima durante
3-4 horas.

Los nucleétido fosfatos (UDP, CMP, GDP) que resultan de la ruptura del azicar de nucleétido son subproductos de
estas reacciones enzimaticas. Se observd que estos subproductos inhiben la actividad de la glicosiltransferasa. Como
tal, una adicién de una fosfatasa para degradar el (los) nucledtido fosfato(s) puede aumentar sustancialmente la tasa
de la reaccién en fase sélida.

La longitud del ligador, la flexibilidad del hidrato de carbono complejo, la inmovilizacién de grupos de hidrato de
carbono y el impedimento estérico, también son factores que afectan a la eficacia de la sintesis. Tal como se revel6 a
partir de la experimentacion conducida como parte del presente estudio, una superficie Maxisorb recubierta por neogli-
coproteina puede utilizarse de manera eficaz para inmovilizar el primer monosacarido, obtener la reaccién enzimatica
de la glicosiltransferasa y evitar problemas de impedimentos estéricos. Un ligador covalente alargado basado en dcido
ciandrico y p-nitrofenilo permite el acoplamiento del primer monosacarido a un ligador de 2-8 nanometros evitando
asi el impedimento estérico cuando el primer monosacérido se une covalentemente a la superficie y origina la reaccién
enzimdtica de la glicosiltransferasa.

Ejemplo 12
Biblioteca 1

La figura 9 describe las etapas enzimadticas necesarias para la sintesis de una biblioteca que consiste en las estructu-
ras descritas en la tabla 17 inmovilizadas en una placa, resumiendo la organizacién de la placa de microtitulacion, las
reacciones enzimadticas realizadas en cada etapa y los ensayos de unién de lectinas/anticuerpo. Cada etapa enzimdtica
se verifica frente a una banda control que no contiene el azicar de nucleético afiadido.

Se realiz6 un conjunto diferente de reacciones enzimaticas (descritas en detalle anteriormente en el presente do-
cumento) en cada banda segin procedimientos desarrollados por la presente invencién. Las tablas a continuacién
describen en detalle las diversas reacciones y componentes utilizados con el fin de generar esta biblioteca. La tabla
16 resume las reacciones enzimadticas usadas para sintetizar la primera biblioteca, la tabla 17 describe los médulos
enzimaticos (ME, descritos de manera adicional en los Ejemplos 1-9), las estructuras de hidratos de carbono comple-
jos formadas y los ensayos de unién lectina/anticuerpo realizados para cada banda, mientras que la tabla 18 describe
los ensayos de unién lectinas/anticuerpos que se usaron para verificar la estructura de hidratos de carbono complejos
formada siguiendo cada etapa enzimatica.
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TABLA 16

Reacciones enzimiticas utilizadas en la sintesis de la primera biblioteca

{donadores, aceptores e indices)

- N° cat.
Indice Extensidén | a/f | Pos. | Aceptor Donador C.E.
Enzima
D-Gal-
B(1,4)- Calbio-chem 2.4.99
A2 a 3 CMP-NeuAC
D- 56621 .6
GlcNAcC-R
D-Gal-
gi1,4)- Calbio-chem 2.4.99
A3 a 6 CMP-NeuAC
D- 56622 .1
GlcNAc-R
D~Gal- D- Calbio-chem 2.4.1.
B2 a 3 GDP-L-Fuc
B{1,4) GICNAC-R 34432 152
D-Gal-
B(1,4)- Calbio-chem 2.4.1.
D3 a 3 UDP-Gal
D~ 34564 151
GlcNAcC-R
D- Calbio-chem 2.4.1.
D7 g 4 UDP-Gal
GlcNAc-R 34565 38
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TABLA 17
Lista ME
Primer _ L
Secuencia | Formula de Ensayos de unidén
ME | monosacarido . .
de las RE | estructura | lectina/anticuerpos
inmobilizado
Gal 1,4 RCA120 +
1 GlcNAc-S D7 8
GlcNAc-S
NeuAC a CA120
TML+, R -
2 GlcNAc-S D7,A2 2’31Gil B
GIcNAc-S
NeuAC a
TML+, RCA120 -
3 GlcNAc-S D7,A3 2’61G21 B
GlcNAc-S
Gal a 1,3 | gg-1+ , RCA120 -
4 GlcNAc-S p7,D3 Gal B 1,4
GlcNAc-S
Gal B 1,4
TGP
5 GlcNAc-S D7,B2 (Fuc a *
1,3)
GlcNAc-S
NeuAC a
2,3 Gal B . s
IgM Anti-
6 GlcNAc-S D7,A2,B2 | 1 4 (Fuc |.7 i-Sialil
a Lewis X+
1,3)GlcNAc
TABLA 18
[ Ensayos de unién lectina/anticuerpo
Tipo de | Especifi- N°
Nombre ) Fuente Marcaje
molécula cidad Cat.
WGA Lectina | G1cNAc Sigma | Tritcum Peroxidasa
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L-3892 | vulgaris /FITC
B -Gal Sigma | Ricinus
L-2758 | communis

RCA120| Lectina Peroxidasa

a-Gal, «a Sigma | Bandeiraea .
BS-I1 Lectina | -GalNA Biotina
L-3759 | Simplicifolia

- Sigma | Tereagonolobus
TGP Lectina a-Fuc Peroxidasa
L-1508 | purpureas
Acido Calbio | Tritrichomonas
TML Lectina Biotina
sialico 431803 | mobilensis
Anti- Anti ratdédn
Sialil Sialil Calbio de
. IgM Ratdén
Lewis Lewis X 565953 cabra/pero
X xidasa

Resultados

Las figuras 10a-f describen los ensayos de unién lectinas/anticuerpos realizados en cada banda tras cada reaccién
enzimdtica. El aumento de unién de RCA ,, (figura 10a) indica transferencia de S-D-Galactosa a GlcNAc y forma-
cioén de un enlace §-1,4-glicosidico estable. La eficacia de la segunda etapa enzimadtica se verific6 por medio de un
aumento en la unién BS-I (figura 10b) que es indicativo de una transferencia de a-D-galactosa a Gal 8-1,4 GIcNAc y
la formacién de un enlace @-1,3-glicosidico estable entre ellos. El aumento en la unién TGP (figura 10c) es indicativo
de una transferencia de a-L-fucosa a Gal 8-1,4 GIcNAc y la formacién de un enlace a-1,3 glicosidico estable entre
ellos. El oligosacarido ramificado formado mediante esta reaccién es un antigeno-Lewis-X. Tomo se muestra en las
figuras 10d-e un aumento en las uniones TML indica una transferencia de a-D-NeuAC a Gal -1,4 GlcNAc forman-
do un enlace a-2,6- 2,3- glicosidico entre ellos. El aumento de uniones anti-sialil-Lewis-X IgM (figura 10f) indica
una transferencia de a-L-fucosa a NeuAC a-2,3 Gal 8-1,4 GIcNAc formando un enlace a-1,3 glicosidico estable y
generando un antigeno-sialil-Lewis-X compuesto de cuatro tipos distintos de monosacéridos.

Ejemplo 13
Biblioteca 2

La siguiente biblioteca es un ejemplo de la capacidad del método de sintesis de la presente invencion para sintetizar
cadena de poli-N-acetil-lactosamina de tipo II de distintas longitudes. La figura 11 describe la organizacién de la placa
de microtitulacidn, las reacciones enzimadticas que pueden realizarse en cada etapa y los ensayos de unién a lectinas que
pueden usarse para verificar la eficacia de las distintas etapas enzimaticas. Cada etapa enzimatica se verifica frente a
una tira de control que no contiene el azicar de nucledtido afiadido. Cada tira se somete a un conjunto de reacciones
enzimdticas distintas (médulo enzimatico-ME) que se realizan segtin los procedimientos desarrollados en la presente
invencion.

La tabla 19 describe las mezclas de reaccion enzimdtica y las condiciones (descritas con detalle anteriormente en el
presente documento) que se utilizan para la sintesis de la biblioteca de poli-N-acetil-lactosamina segtin las ensefianzas
de la presente invencién. La tabla 20 describe los médulos enzimdticos (ME) y las estructuras de hidratos de carbono
complejos. El ensayo de unién a RCA;,, se lleva a cabo después de cada etapa enzimdtica tal como se describid
anteriormente para evaluar la adicién de Galactosa (unién a RCA ;) o GlcNAc (desaparicién de unién a RCA ) para
alargar la cadena de poli-N-acetil-lactosamina.

TABLA 19

Una lista de reacciones enzimaticas empleadas para la sintesis de la
biblioteca de poli-N-acetil-lactosamina (donantes, aceptores e indices)

. N° cat.
Indice Extensidn | o/p | Pos. Aceptor Donante C.E.

enzimas
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D-GlcNAc- Calbiochem
D7 B 4 UDP-Gal 2.4.1.38
R 345650
Zhou et al.,
Proc. Natl.
D-Gal- Acad. Sci.
UDP-
H3 3 (1,4) -D- USA
P P GlcNAc
GlcNAcC-R Vol. 96
pags. 406-
411
TABLA 20
Lista de ME
Ensayos de unién
ME | Secuencia de las RE FOormula estructural
a RCA120
GlcNAc 3 1,3 Gal § 1,4
1 D7,83 RCA120-
GlcNAc-S
Gal $ 1,4 GlcNAc $ 1,3 Gal @
2 D7,B3,D7 RCAl120+
1,4 GlcNAc-S
GlcNAc B 1,3 Gal f§ 1,4 GlcNAc
3 b7,R3,D7,H3 RCA120-
B 1,3 Gal § 1,4 GlcNAc-S
Gal B 1,4 GlcNAc B 1,3 Gal B
4 D7,83,D7,H3,D7 1,4 GlcNAc f 1,3 Gal § 1,4 RCA120+
GlcNAc-S
GlcNAc P 1,3 Gal B 1,4 GlcNAc
5 b7,83,D7,H3,D7,H3 B 1,3 Gal B 1,4 GlcNAc B 1,3 RCA120-
Gal B 1,4 GlcNAc-8
Gal P 1,4 GlcNAc B 1,3 Gal B
b7,83,07,B3,D7,8B3,D 1,4 GlcNAc $ 1,3 Gal B 1,4
6 RCA120+
7 GlcNAc B 1,3 Gal P 1,4
GlcNAc-S
Ejemplo 14
Biblioteca 3

La siguiente biblioteca es un ejemplo de la capacidad de los métodos de sintesis de la presente invencidon para
sintetizar cadena de poli-N-acetil-lactosamina de tipo II de distintas longitudes y sus modificaciones. Esta biblioteca
incluye estructuras de oligosacdrido con dos ramificaciones. El primer monosacdrido estd unido a la superficie por
medio de BSA. La tabla 21 describe las reacciones enzimaticas que se utilizan para la sintesis, mientras que la tabla 22
describe los médulos enzimaticos (ME) utilizados y las estructuras de hidratos de carbono complejos formadas de esta
manera. Para verificar la precision de esta sintesis secuencial enzimadtica, se libera el oligosacdrido unido al pocillo
empleando una proteasa y se somete a andlisis empleando HPLC, andlisis de metilacién o MALD-TOF-MS (Rudd, P.

M. Dwek, R. A. (1997) Current Opinion in biotechnology 8 488-497).
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TABLA 21
Reacciones enzimiticas utilizadas en la gintesis de la biblioteca 3
. . N* cat.
Indice Extensidn a/p Pos. Aceptorx Donante C.E.
enzimas
Calbiochem 2.4.1.
D7 B 4 D-GlcNAc-R UDP-Gal 345650 38
D-Gal-fB 1,4)- CMP~ Calbiochem 2.4.99
A2 a 3 D GlcNAcC-R NeuAC 566218 .6
D-G1lcNAcC-R GDP-L- Calbiochem 2.4.1.
B2 D-Gal-B (1,4) o 3 Fuc 344323 152
Zhou et al.,
Proc.
D-Gal-B(1,4)- UDP- Natl. Acad.
H3 [ 3 DGlcNAc-R G1lcNAC Sci. USA
vol. 96,
pags. 406-411
TABLA 22

Lista de ME

ME Secuencia de FOormula de estructura

las RE

Gal P1,4(Fuc a 1,3)GlcNAc B 1,3 Gal
1 D7,H3,D7,B2 |f1,4(Fuc a 1,3)GlcNAc-S

NeuAC a 2,3 Gal B 1,4 (Fucal,3) GlcNAc f
2 |D7,R3,D7,A2,B2| 1,3 Gal f1,4 (Fucal,3) GlcNAc-S

Asi, la presente invencion proporciona un método eficaz y preciso para la sintesis en fase sélida de carbohidratos
complejos de estructura ramificada o no ramificada.
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REIVINDICACIONES

1. Biblioteca combinatoria de hidratos de carbono direccionable producida enzimaticamente in sifu que comprende
una pluralidad de estructuras de hidratos de carbono, uniéndose cada una a una posicién especifica y direccionable de
un soporte s6lido tinico plano, en la que cada una de dicha pluralidad de estructuras de hidratos de carbono se compone
de monosacdridos, de tal modo que se define una estereoespecificidad de cada enlace que interconecta dichos hidratos
de carbono por dicha posicién direccionable sobre dicho soporte sélido tnico plano.

2. Biblioteca de hidratos de carbono direccionable segtn la reivindicacién 1, en la que cada una de dicha pluralidad
de estructuras de hidratos de carbono se une a dicho soporte sélido tinico plano por medio de un ligador.

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

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

5. Biblioteca de hidratos de carbono direccionable segtin la reivindicacion 2, en la que dicho ligador se selecciona
del grupo que consiste en un aminoécido, un péptido, una proteina no glucosilada, un lipido, una ceramida, fosfato de
dolicol, una ciclodextrina, un oligosacdrido, un monosacdrido, una cadena alquilica y un dcido nucleico.

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

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

8. Biblioteca de hidratos de carbono direccionable segtin la reivindicacién 1, en la que dicho soporte sélido tnico
plano es una plataforma plana.

9. Biblioteca de hidratos de carbono direccionable segun la reivindicacion 8, en la que dicho soporte tinico sélido
plano es un chip y ademds en la que diferentes estructuras de hidratos de carbono de dicha pluralidad de estructuras
de hidratos de carbono estin dispuestas sobre dicho chip en pequefas extensiones separadas no més de 2,25 mm entre
si, de centro a centro.

10. Biblioteca de hidratos de carbono direccionable segtn la reivindicacién 1, en la que dicho soporte sélido
unico plano es de una sustancia seleccionada del grupo que consiste en poliestireno reticulado con divinilbenceno,
copolimero de bloque de polietilenglicol-poliestireno, poliamidas, poliacrilamida, polimetacrilamida, silice, vidrio,
cuarzo, plastico y celulosa.

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

12. Biblioteca de hidratos de carbono direccionable segtin la reivindicacién 1, en la que al menos una de dicha
pluralidad de estructuras de hidratos de carbono comprende al menos una ramificacién.

13. Biblioteca de hidratos de carbono direccionable segiin la reivindicacién 1, en la que al menos una de dicha
pluralidad de estructuras de hidratos de carbono comprende al menos 4 unidades de sacdrido.

14. Biblioteca de hidratos de carbono direccionable segtin la reivindicacién 1, en la que al menos una de dicha
pluralidad de estructuras de hidratos de carbono comprende al menos 5 unidades de sacdrido.

15. Biblioteca de hidratos de carbono direccionable segtin la reivindicacién 1, en la que al menos una de dicha
pluralidad de estructuras de hidratos de carbono comprende al menos 6 unidades de sacdrido.

16. Biblioteca de hidratos de carbono direccionable segin la reivindicacion 1, en la que la menos una de dicha
pluralidad de estructuras de hidratos de carbono comprende al menos 7 unidades de sacarido.

17. Biblioteca de hidratos de carbono direccionable segtin la reivindicacién 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 segtin la reivindicacién 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 segtn la reivindicacién 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 segiin la reivindicacién 18, en la que dichas estructuras de
hidratos de carbono que se producen naturalmente se derivan de tejido, células y/o liquidos corporales de un ser
humano.

21. Biblioteca de hidratos de carbono direccionable segtin la reivindicacién 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 segtin la reivindicacién 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 segtin la reivindicacién 1, en la que dicha pluralidad de estruc-
turas de hidratos de carbono se seleccionan del grupo que consiste en:

Fuc(a1,2)Gal(B)
NeuAC(a2,3)Gal(B1,3)GlcNAc(a)
NeuAC(a2,3)Gal(51,3)GIcNAc(B)
NeuAC(a2,6)Gal(51,4)GlcNAc(a@)
NeuAC(a2,6)Gal(81,4)GIcNAc(B)
NeuAC(a2,3)Gal(51,4)GlcNAc(a)
Fuc(a1,2)[Gal(81,4)]GlcNAc(5)
Fuc(a1,2)[Gal(B1,4)]GlcNAc(a)
Fuc(a1,6)[Man(51,4)GlcNAc(81,4)]GIcNAc(B)
Man(1,4)GlcNAc(81,4)GlcNAc(8)
Man(a1,2)Man(a1,2)Man(a)
Man(a1,3)Man(al,2)Man(a1,2)Man(a@)
Gal(a1,3)Gal(B1,4)GIcNAc(8)
GalNAc(a1,3)[Fuc(al,2)]Gal(B)
GalNAc(B1,4)[NeuAC(a2,3)]Gal(81,4)GlcNAc(B)
GIcA(B1,3)Gal(51,3)Gal(B1,4)Xyl(B)
GlcNAc(B1,6)Gal(81,4)GlcNAc(B)
GlcNAc(81,6)GalNAc(51,3)Gal(a)
GlcNAc(B1,2)Man(a1,3)[Man(a1,6)]Man(B3)
GlcNAc(B1,2)Man(a1,3)[Man(a1,6)]Man(B3)
NeuAC(a2,6)GalNAc(a)

Fuc(a1,2)Gal(B)
Fuc(a1,2)[Gal(51,4)]GIcNAc(B)
Fuc(a1,6)GIcNAc(f)

Fuc(a1,3)Glc(B)

Fuc(a1,4)GIcNAc(5)
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Fuc(a1,3)GIcNAc(B)
Gal(B1,3)GIcNAc(a)
Gal(B1,3)GIcNAc(B)

Gal(81,4)Xyl(B)

Gal(B1,3)GIlcNAc(B)
GlcNAc(B1,3)GalNAc(B)
GlcNAc(B81,3)GalNAc(e)
GlcNAc(B1,4)GIcNAc(a)
GlcNAc(81,4)GIcNAc(B)
GlcNAc(81,6)Gal(a)
GlcNAc(B1,6)Gal(B)
GlcNAc(B1,3)Gal(e)
GlcNAc(B1,3)Gal(B)
Gal(B1,3)GlcNAc(B1,3)Gal(B1,4)Glc(B)
Gal(B1,4)GlcNAc(B1,3)Gal(B1,4)Glc(B)
Gal(B1,3)GIcNAc(81,3)Gal(B)
Gal(B1,4)GlcNAc(81,6)Gal(B)
Gal(B1,4)GlcNAc(51,3)Gal(B)
Fuc(a1,3)GIcNAc(B1,6)Gal(B)
Fuc(a1,4)GIcNAc(B1,3)Gal(B)
Fuc(a1,2)Gal(81,3)GlcNAc(B)
Fuc(a1,2)Gal(81,4)GlcNAc(B)
Fuc(a1,3)GIcNAc(81,3)Gal(B)
Fuc(a1,3)GIcNAc(81,3)Gal(51,4)Glc(B)
Fuc(a1,4)GIcNAc(51,3)Gal(51,4)Glc(B)
Fuc(a1,3)GIcNAc(81,6)Gal(81,4)Glc(B)
Gal(B81,4)GlcNAc(81,6)Gal(B1,4)Glc(B)
Gal(B1,4)GlcNAc(B1,3)Gal(B1,4)Glc(B)
Gal(B1,3)GlcNAc(81,6)Gal(B1,4)Glc(B)
Fuc(a1,2)Gal(81,3)GlcNAc(81,3)Gal(B)
Fuc(a1,2)Gal(81,4)GlcNAc(81,3)Gal(B)
GlcNAc(B1,3)Gal(81,4)GIcNAc(B1,3)Gal(B)
Fuc(a1,2)[Gal(B1,4)]Glc(B)
Fuc(a1,3)[Gal(581,4)]GlcNAc(B)
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GIcNAc(B1,3)[GIcNAc(B1,6)]Gal(B)
Fuc(a1,4)[Gal(81,3)|GIcNAc(B)
GlecNAc(B1,3)[GIcNAC(B1,6)]1Gal(8)
Fuc(er1,3)[Gal(81,4)]GlcNAc(B1,3)Gal(B)
Fuc(er1,3)[Fuc(a1,2)Gal(81.4)]GlcNAc(B)
Fuc(er1,4)[Gal(81,3)]GlcNAc(B1,3)Gal(B)
Fuc(ar1,2)Gal(81,4)[Fuc(a1,3)]GlcNAC(B)
Fuc(a1,3)[GlcNAc(B1,3)Gal(81,4)1GlcNAc(B)
GIcNAc(81,6)[GIcNAc(B1,3)]Gal(81,4)Gle(B)
Fuc(a1,3)GIcNAc(81,6)[GIcNAc(B1,3)]Gal(B)
Fuc(a1,3)[Gal(81,4)]GIcNAc(81,6)Gal(B)
GlcNAc(81,6)[Gal(B1,3)GIcNAc(81,3)]Gal(B)
Fuc(a1,6)GIcNACc(B)
GIcNAc(B1,4)GIcNAC(B)
Man(a1,4)GlcNAc(81.4)GIcNAc(B)
Man(a1,6)Man(a1,4)GIcNAc(B1,4)GIcNAc(B)
Man(e1,3)Man(81,4)GlcNAc(81,4)GIcNAc(B)
GIcNAc(81,4)[GIcNAc(B1,2)]Man(a)
Fuc(ar1,6)[GIcNAc(B1,4)]Man(e)
Gal(81,4)GIcNAc(81,4)[GIcNAc(81,2)]Man(a)
GIcNAc(B1,4)[Gal(81,4)GIcNAc(81,2)]Man(a)
Man(a1,4)GIcNAGB1 4[Fuc(e1,6)]GIcNAc(B)
Gal(81,4)GIcNAc(B)
Gal(a1,3)Gal(81,4)GIcNAc(B)
Gal(81,4)[Fuc(al,3)]GIcNAc(B)
NeuAC(a2.3)Gal(81,4)[Fuc(a1,3)|GlcNAc(B)
Gal(81,4)GIcNAc(B1,3)Gal(81,4)GIcNAc(B)
Gle(B1,3)Gle(B)

Gle(B1,2)Gle(B)

Gle(B1,6)Gle(B)

Gle(a1,2)Gle(e)

Gle(al,3)Gle(e)

Gle(a1,4)Gle(e)

Gle(al1,6)Gle(e)
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Ara(al1,2)Ara(e)
Ara(al,5)Ara(e)

Ara(a1,2)Gle(B)

Ara(a1,3)Glc(B)

Ara(a1,4)Glc(B)

Ara(a1,6)Glc(B)

Xyl(a1,2)Man(a)

Man(e1,2)Man(a)

Man(e1,3)Man(a)

Man(e1,6)Man(a)

Gal(a1,2)Gal()

Gal(a1,3)Gal(e)

Gal(a1,4)Gal(e)

Gal(a1,6)Gal()

Gal(81,2)Gal(B)

Gal(81,3)Gal(B)

Gal(B1,6)Gal(B)
NeuAc(a2,3)Gal(81,3)GalNAc(a)
NeuAc(a2.6)Gal(81,3)GalNAc(a)
NeuAc(a2,3)Gal(81,4)GlcNAc(a)
NeuAc(a2,3)Gal(81,3)[NeuAc(a2.6)]GalNAc(a)
NeuAc(a2.8)NeuAc(a2,3)Gal(B)
Man(B1,4)GIcNAc(81,4)[Fuc(a2.6)]GIcNAc(8)
GIcNAc(B1,4)[Fuc(a2.6)]GlcNACc(B)
Man(e1,3)Man(a1,2)Man(a1,2)Man(a)
Man(e1,2)Man(a1,2)Man(e)
Man(e1,3)[Man(e1,6)]Man(81,4)GIcNAc(B)
Man(B1,4)GIcNAc(B)
Gal(B1,6)Gal(81,4)Gal(81,4)Glc(B)
Gal(81,3)Gal(81,4)Xyl(B)
Gal(a1,3)[Fuc(e1,2)]Gal(81,4)
Gal(81,4)GIcNAc(B1,6)Gal(B)
GalNAc(B1,3)Gal(81,4)Gal(81,4)Glc(B)
GalNAc(81,4)Gal(81,4)Glc(B)
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GalNAc(e1,3)[Fuc(er1,2)1Gal(81.4)
Gal(81,3)Gal(81.4)Xyl(B)
GlcNAc(B1,3)Gal(B1,3)GalNAc(B)
GlcNAc(B1,6)Gal(B1,3)GlcNAC(B)
GlcNAc(B1,3)Gal(81,4)GlcNAC(B)
GlcNAC(B1,6)[Gal(B1,3)]GalNAc(B)
GlcNAC(B1,3)[GIcNAC(B1,6)]GalNAC(B)
GIcNAc(81,3)[GlcNAc(B1,6)]Gal(B)
Xyl(a1,3)Gle(B)
Xyl(a1,3)Xyl(1,3)Glc(B)
Gal(B1,3)GalNAc(B)
Gal(81,3)GIcNAc(B)
GlcNAc(B1,3)GalNAc(B).

24. Biblioteca de hidratos de carbono segtn la reivindicacién 1, en la que al menos algunos de dichos monosacé-
ridos estdn en configuracién alfa.

25. Biblioteca de hidratos de carbono segtn la reivindicacién 1, en la que al menos algunos de dichos monosacé-
ridos estan en configuracion beta.

26. Biblioteca de hidratos de carbono segtn la reivindicacién 1, en la que al menos algunos de dichos monosacé-
ridos estdn sulfatados.

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

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

(b) sintetizar enzimdticamente una pluralidad de estructuras de hidratos de carbono sobre dicho soporte sélido
dnico plano, en la que cada una de dicha pluralidad de estructuras de hidratos de carbono se compone de
monosacdridos, de tal modo que se define una estereoespecificidad de cada enlace que interconecta dichos
monosacdridos por dicha posicién direccionable sobre dicho soporte sélido tnico plano, produciéndose asi
la biblioteca de hidratos de carbono direccionable.

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

29. Método de identificacién 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 sélido tinico plano que tiene una pluralidad de posiciones direccionables; y
(ii) sintetizar enzimdticamente una pluralidad de estructuras de hidratos de carbono sobre dicho soporte
s6lido dnico plano, en la que cada una de dicha pluralidad de estructuras de hidratos de carbono se
compone de monosacdridos, de tal modo que se define una estereoespecificidad de cada enlace que
interconecta dichos monosacdridos por dicha posicién direccionable sobre dicho soporte s6lido inico

plano, produciéndose asi 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 segun la reivindicacién 29, en el que dicha biblioteca combinatoria de hidratos de carbono direcciona-
ble es la biblioteca combinatoria de hidratos de carbono direccionable segtin las reivindicaciones 1-26.
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31. Método segun la reivindicacioén 29, en el que dicha entidad se selecciona del grupo que consiste en proteinas
codificadas por una biblioteca EST y proteinas extraidas de una fuente natural.

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

todo:

(a)

(b)

(©)

(d

sintetizar enzimdticamente 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 posicién especifica y direccio-
nable de un soporte s6lido tinico plano, en la que cada una de dicha pluralidad de estructuras de hidratos de
carbono se compone de monosacaridos, de tal modo que se define una estereoespecificidad de cada enlace
que interconecta dichos monosacaridos por dicha posicién direccionable sobre dicho soporte sélido tnico
plano;

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

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

identificar anticuerpos que estin presentes en dicho perfil de anticuerpos antiglucano de dicho individuo
enfermo y no en dicho perfil de anticuerpos antiglucano de dicho individuo sano, identificindose asi los
glucomarcadores asociados con una enfermedad o estado.

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

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

35. Método segun la reivindicacion 32, en el que la enfermedad se selecciona del grupo que consiste en céncer,
enfermedades cardiovasculares y trasplantes.
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