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DESCRIPCION

Conjugados de antigeno-nanoparticula de carbohidratos y usos de los mismos como agentes antimetastasicos en el
tratamiento de cancer

Campo de la invencién

La presente invencion pertenece al campo de la bionanotecnologia. Mas especificamente, la presente invencion se
refiere a conjugados de nanoparticulas de carbohidratos. La presente invencion también se refiere a procedimientos
de sintesis de conjugados de nanoparticulas de carbohidratos. La presente invencion también se refiere a
procedimientos de reduccion de metastasis de células de carcinoma usando conjugados de nanoparticulas de
carbohidratos.

Antecedentes de la invencion

Casi todos los organismos vivos tienen carbohidratos enlazados covalentemente a proteinas o lipidos sobre las
superficies de sus células. Se ha demostrado que muchos de estos carbohidratos median en muchos fenémenos
fisioldgicos importantes, tales como la comunicacion célula-célula/célula-matriz y la transducciéon de sefial. Como
resultado, se cree que los glicanos desempefian funciones importantes en la patologia de muchas enfermedades, por
ejemplo, inflamacion, restenosis, infeccionas bacterianas/viricas y cancer. Un rasgo caracteristico establecido de
tumorigénesis es la biosintesis de cadenas de glicanos aberrantes debida a cambios en la expresion de enzimas de
glico-procesamiento. Se cree que estas aberraciones se vuelven mas marcadas cuando el tumor adquiere un fenotipo
mas agresivo. Muchos de estos glicanos son antigenos asociados a tumor conocidos que se han usado como
haptenos en el desarrollo de vacunas tumorales.

Dos de los restos de carbohidratos de superficie celular asociados a cancer mas distribuidos son el antigeno
disacarido de Thomsen-Friedenreich ("T" o "TF" o "T¢") asociado a tumor (Gal-B-1—3-GalNAc-a1-O-Ser/Thr) y su
correspondiente antigeno monosacarido "TN" o "T," 0 "Tn" o "T nouvelle" (GalNAc-a1-O-Ser/Thr). Los antigenos TF y
Tn son antigenos carbohidratos clasicos que estan protegidos en tejidos sanos y con enfermedades benignas, pero
estan al descubierto aproximadamente en un 90 % de los carcinomas (por ejemplo, de mama, colon, préstata, vejiga,
ovarico y gastrico). Los epitopos Tn y T son moléculas de adhesién a células y tejidos, operativas en la invasion por y
metastasis de carcinoma que incluye fases adherentes y proliferativas. Salmer, G. F., J. Mol. Med., 1997 Ag.;
75(8):594-602. Por ejemplo, durante la metastasis, se cree que las células de cancer liberadas desde un tumor
primario al sistema circulatorio segregan glucoproteinas que portan el antigeno TF. Se cree que estas glucoproteinas
inducen células endoteliales para expresar la proteina de superficie celular galectina-3, que da lugar a la unién inicial
de las células cancerigenas liberadas a las células endoteliales. Se cree que las interacciones proteina-proteina
posteriores entre células cancerigenas y células endoteliales estdn mediadas por integrina, que da lugar a la
colonizacion de las células cancerigenas metastatizadas. En consecuencia, la disrupcion de las interacciones de
células tumorales-endoteliales mediadas por antigeno usando compuestos sintéticos que imitan o bien enmascaran la
estructura de carbohidrato ha sido muy buscada. Glinksy, V. V., et al., Cancer Res., 2001, 61, 4851-4857. A este
respecto, hay una necesidad continua de desarrollar compuestos sintéticos que inhiban la adhesién de células
tumorales para su uso en productos terapéuticos para cancer antiadhesivos.

La publicacién de patente de los EE.UU. N.° 2004/0052729A1 da a conocer materiales y procedimientos para estudiar
y modular la interaccién de restos que contienen carbohidratos con otras especies, por ejemplo, grupos de atomos
metdlicos o semiconductores, que se pueden emplear como un sustrato para inmovilizar varios ligandos que
comprenden grupos de carbohidratos. Aunque esta publicacion de solicitud de patente describe varias nanoparticulas
de oro recubiertas con carbohidratos, no se cree que los carbohidratos dados a conocer (por ejemplo, lactosa) sean
antigenos de carbohidratos asociados a tumor especificos que se expresan (es decir, se presentan) sobre las
superficies del tumor. Por tanto, hay una necesidad continua de desarrollar compuestos sintéticos que tengan
antigenos de carbohidratos asociados a tumor especificos que se expresan sobre la superficie de células tumorales.

Sumario de la invencion

Para superar los problemas asociados con proporcionar compuestos sintéticos que inhiban la adhesién de células
tumorales para su uso en productos terapéuticos para cancer antiadhesivos, un aspecto de la presente invencion
proporciona, entre otros, procedimientos de preparacién de conjugados antigeno-nanoparticula, que comprenden
proporcionar una nanoparticula y conjugar varios antigenos de carbohidrato a la nanoparticula, en los que los
antigenos de carbohidrato incluyen antigeno TF.

Otro aspecto de la presente invencion proporciona un conjugado antigeno-nanoparticula que comprende varios
antigenos de carbohidrato conjugados con una nanoparticula, en el que los antigenos incluyen antigeno TF.

Otros aspectos de la presente invencion incluyen el uso de conjugados antigeno-nanoparticula de la invencion para la
fabricacién de un medicamento para inhibir la metastasis de células de carcinoma en un mamifero. Por ejemplo, los
procedimientos de sintetizacion de nanoparticulas conjugadas incluyen enlazar varios antigenos TF a las superficies
de nanoparticulas de oro. Estas nanoparticulas se han inyectado a mamiferos que portan tumores de mama y este
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tratamiento ha demostrado que evita la metastasis en los pulmones.

Breve descripcion de los dibujos

El resumen anterior, asi como la siguiente descripcidn detallada, se entiende aiin mas cuando se lee conjuntamente
con los dibujos anexos. Con el fin de ilustrar la invencion, en los dibujos se muestran realizaciones ejemplares de la
invencion; sin embargo, la invencion no esta limitada a los procedimientos, composiciones, y dispositivos especificos
dados a conocer. En los dibujos:

Fig 1. (a) Estructura de antigeno de Thomsen Friedenreich, y (b) Estructura de antigeno Tn. Las lineas de las
funciones amino y acido designan la extensién de una cadena de proteina.

Fig 2. Implicacion supuesta del antigeno T en metéastasis de tumor de Glinskii, Cancer Res., 2001, 61, p. 4851.
Fig 3. Micrografia electrénica de transmision de nanoparticulas de oro recubiertas de ag-T
Fig 4. Procedimiento de una etapa para la preparacién nanoparticulas de oro en solucién acuosa.

Fig. 5 Sintesis de bloque de construccidon de Tn para la preparacién de nanoparticulas de Au. Se muestran las
condiciones. Adaptado de Carbohydr. Res. 2003, 338, 1925-1935.

Fig 6. Sintesis de bloque de construccion de TF para la preparacién de nanoparticulas de Au. Se muestran las
condiciones. Adaptado de Carbohydr. Res. 2003, 338, 1925-1935.

Fig 7. Sintesis de nanoparticulas de Au recubiertas con antigeno TF y Tn.

Fig 8. Caracterizacion de nanoparticulas de oro recubiertas con TF. Se muestran los datos de TEM, RMN,
ultrafiltracién y analisis elemental.

Fig 9. Sintesis de un bloque de construccién de antigeno TF enlazado a PEG especifico para la sintesis de
nanoparticulas de carbohidratos.

Fig 10. Nanoparticulas recubiertas de azucar adicionales preparadas en el estudio.

Fig 11. Esquema del ensayo de cromatografia de afinidad de lectina que prueba la estereoespecificidad de la
interaccion de oro con ag-T con la aglutinina del cacahuete (PNA).

Fig 12. Comparacion de unién de particulas de oro con ag-T a aglutinina del cacahuete conjugada con rodamina o
lectina de Pisum sativum. Las particulas de ag-T forman agregados transparentes con la PNA-rodamina pero no con
PSA rodamina.

Fig. 13. Pulmones del grupo de PBS. Numero de lesiones metastasicas contadas manifiestamente visibles, +++>20,
++ (10-20), + (1-9), - (0).

Fig. 14. Pulmones del grupo de Ag T. Numero de lesiones metastasicas contadas manifiestamente visibles, +++>20,
++(10-20), + (1-9), - (0).

Fig 15. Tabla que resume los niveles de metastasis en pulmones.

Fig 16. Tasas de metastasis presentadas como graficas de barras, grupos tratados con PBS, JAA-F11 y tratados con
oro T-Ag, +++ >20, ++ (10-20), + (1-9), - (0).

Fig. 17. Curva de Kaplan-Meier de experimento in vivo. (Grupo 1: control con PBS; Grupo 2: tratamiento de oro con Ag
T).

Fig.18. Resultados de distribucion de tamafio de particula para la muestra TF-HEXPEG-AuNP.

Descripcion detallada de realizaciones ilustrativas

La presente invencion se puede entender mas facilmente por referencia a la siguiente descripcion detallada de la
invencién tomada conjuntamente con las figuras y ejemplos adjuntos, que forman una parte de esta divulgacion. Se ha
de entender que esta invencidon no estad limitada a los dispositivos, procedimientos, condiciones o parametros
especificos descritos y/o mostrados en el presente documento, y que la terminologia usada en el presente documento
es para el propdsito de describir realizaciones particulares s6lo a modo de ejemplo y no se pretende que limite la
invencion reivindicada. Ademas, tal como se usa en la memoria descriptiva que incluye las reivindicaciones adjuntas,
las formas del singular "un", "uno”, “una”, "el" y "la" incluyen el plural y la referencia a un valor numérico particular
incluye al menos ese valor particular, a menos que el contexto lo indique claramente de otro modo. Cuando se expresa
tal intervalo, otra realizacion incluye desde un valor particular y/o al otro valor particular. De forma similar, cuando los
valores se expresan en forma de aproximaciones, mediante el uso del anterior "aproximadamente", se entendera que
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el valor particular forma otra realizacion. Todos los intervalos estan incluidos y se pueden combinar.

Como se usa en el presente documento, el término "antigeno" ("Ag") se refiere a una sustancia que provoca una
respuesta de anticuerpo.

Como se usa en el presente documento, el término "determinante antigénico" se refiere a parte de una molécula de
antigeno que se une a un sitio de combinacién de anticuerpo o a un receptor de linfocitos T ("TCR").

Como se usa en el presente documento, el término "epitopo" se refiere a un término alternativo para un determinante
antigénico. Estos son grupos quimicos particulares en una molécula que son antigénicos, es decir, que provocan una
respuesta inmunitaria especifica.

Como se usa en el presente documento, el término "hapteno" se refiere a un compuesto, normalmente de peso
molecular bajo, que no es inmundgeno por si mismo pero, cuando se une a una proteina o célula vehiculo, se vuelve
inmunogeno e induce anticuerpos, que se pueden unir al hapteno solo o bien en presencia de un vehiculo.

Como se usa en el presente documento, el término "expresable" se refiere a la capacidad de un antigeno o molécula
para ser expresada por una célula.

Como se usa en el presente documento, la expresion "antigenos de carbohidrato especificamente expresables sobre
una superficie de célula de tumor" se refiere a la capacidad de las células de tumor para expresar antigenos de
carbohidrato particulares en mayor abundancia en comparacion con células normales. En consecuencia, la expresion
"antigenos de carbohidrato especificamente expresables sobre una superficie de célula de tumor" es descriptiva del
género de los antigenos de carbohidrato que se expresan en superficies de célula de tumor en mayor abundancia en
comparacién con células normales. En consecuencia, no se pretende que la expresion "antigenos de carbohidrato
especificamente expresables sobre una superficie de célula de tumor" limite las invenciones divulgadas respecto al
origen de los antigenos de carbohidrato. De hecho, como se describe ademas en el presente documento, los
antigenos de carbohidrato se puede proporcionar por varios procedimientos, incluyendo tanto fuentes procedentes de
forma natural asi como vias quimicas sintéticas.

Como se usa en el presente documento, el término "nanoparticula" se refiere a una particula de sustancia que tiene
una dimensioén, tal como su diametro si la particula es esférica, mas pequefio que aproximadamente 100 nanometros
(Ilnmll).

Como se usa en el presente documento, el término "conjugado” se refiere a una entidad mas grande compuesta de
dos 0 mas entidades mas pequefias que estan enlazadas juntas, conectadas juntas, asociadas juntas, o cualquier
combinacién de las mismas.

Como se usa en el presente documento, el término "conjugar” se refiere al proceso de enlazar, conectar, asociar, o
cualquier combinacion de los mismos, dos o0 mas entidades mas pequefias para formar una entidad mas grande.

Como se usa en el presente documento, el término "conjugado antigeno-nanoparticula" se refiere a un conjugado de
una nanoparticula y uno o mas antigenos.

Como se usa en el presente documento, el término "pluralidad" se refiere a una coleccidon de dos o mas entidades, las
entidades caracterizadas por ser iguales o diferentes.

En diversas realizaciones de la presente invencidn, el conjugado antigeno-nanoparticula incluye varios antigenos de
carbohidrato conjugados con una o mas nanoparticulas, en el que los antigenos incluyen antigeno TF. Se sabe de una
gran variedad de antigenos de carbohidrato que se pueden expresar especificamente sobre una superficie de célula
de tumor que se puede conjugar con una gran variedad de nanoparticulas. Los antigenos de carbohidrato adecuados
se presentan normalmente al sistema inmunitario en carcinomas humanos durante el crecimiento y la progresion del
tumor. Los antigenos de carbohidrato adecuados también se pueden seleccionar de carbohidratos que son
indicadores de prondstico para cancer, marcadores de células de carcinoma metastatizadas, moléculas de adhesion
implicadas en metastasis, asi como cualquier combinacién de los mismos. Los antigenos de carbohidrato adecuados
que se pueden expresar especificamente sobre una superficie de célula de tumor se proporcionan convenientemente
en una revision por Hakomori, "Aberrant Glycosylation in Tumors and Tumor-Associated Carbohydrate Antigens”, Adv.
Cancer Res. 1989, 52, 257-331. Esta revision proporciona dos esquemas de clasificacion de antigenos de
carbohidrato asociados a tumor, muchos de los cuales son adecuados en diversas realizaciones de la presente
invencion. Estos esquemas de clasificacion se reproducen de Hakomori, p. 262-263 en el parrafo y tabla siguientes:

"Los antigenos de carbohidrato asociados a tumor se pueden dividir en cinco clases de acuerdo con su asociacion con
moléculas vehiculo: (1) estructuras de epitopos claramente identificadas y expresadas tanto en glicoesfingolipidos y
glicoproteinas; (2) las expresadas solo en glicoesfingolipidos; (3) las expresadas soélo en glicoproteinas; (4) epitopos
de polipéptidos cuya antigenicidad sélo se mantiene cuando uno solo o multiples residuos de treonina o serina esta
glicosilado; (5) antigenos cuyo epitopo esta mal definido o no definido. La primera clase de antigenos se caracteriza
por cadena de tipo 1 o de tipo 2 de serie lacto (clase 1; tabla 1,A). La segunda clase de antigenos es principalmente
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glicoesfingolipidos de series globo o ganglio (clase 2; tabla I,A). Las clases tercera, cuarta y quinta estan asociadas
con glicoproteinas, en particular glicoproteinas de tipo mucina (clases 3-5; tabla I,A). Por otro lado, los antigenos de
carbohidrato asociados con tumor también se pueden clasificar de acuerdo con su especificidad de expresion, es
decir, (1) antigenos altamente expresados en células de tumor, no expresados en las células de progenitor, pero
expresados en otros tipos de células y tejidos normales (clase 1; tabla I,B); (2) los expresados altamente en células de
tumor pero expresados débilmente en sus homodlogos normales (clase 2; tabla I,B); y (3) los expresados
exclusivamente en células de tumor, y no en células normales (clase 3; tabla |,B). La mayoria de los antigenos
asociados a tumor pertenecen a la categoria (1) o (2), y s6lo raramente a la (3)."

TABLA 1
Clasificacion antigenos de carbohidrato asociados a tumor

A. Clasificacion de acuerdo con la diferencia en el vehiculo de epitopo

Clase 1: "A1" Asociados tanto con glicolipido como con glicoproteina (mayoritariamente cadena de tipo 1 o
tipo 2 de serie lacto)

Clase 2: "A2" Asociados exclusivamente con glicolipido (mayoritariamente estructura de serie globo o de serie
ganglio)

Clase 3: "A3" Asociados exclusivamente con glicoproteina (mayoritariamente relacionado con cadenas
enlazadas a O de tipo mucina, tales como T, Tn, y Tn sialilo)

Clase 4: "A4" Asociados exclusivamente con glicoproteina cuya estructura esta mal definida

Clase 5: "A5" Epitopos de polipéptidos cuya antigenicidad esta influenciada por O-glicosilacién

B. Clasificacion de acuerdo con la especificidad de expresion de antigeno

Clase 1: "B1" Estructuras novedosas altamente expresadas en células de tumor, ausentes en sus células
progenitoras, pero expresadas en un nimero limitado en otras células normales. Ejemplos: Le*
di o trimérico, Le* dimérico de sialilo en diversos adenocarcinomas gastrointestinales y
pulmonares, y ganglidsidos GD; y GD3 en melanoma y neuroblastoma

Clase 2: "B2" Estructuras comunes altamente expresadas en células de tumor, pero presentes en menor
cantidad en diversos tipos de células y tejidos normales. Ejemplos: Gangliésidos GM3; y GM; en
melanoma, y Gbs en linfoma de Burkitt

Clase 3: "B3" Exclusivamente expresados en células de tumor, pero ausentes (o presentes en nive3les
inmunolégicamente indetectables) en células normales. Ejemplos: Antigenos de grupo
sanguineo incompatible, tales como antigeno A puro y antigeno similar a A expresado en
tumores O. La mayoria de los antigenos similares a A se identifican ahora como antigeno Tn
(véase la clase A3 anterior; véase también la tabla V)

Los antigenos de carbohidrato adicionales adecuados usados en la presente invencion se seleccionan normalmente
de una o méas de las clases de antigenos A2, A3, A4, A5, B2, y B3 de la tabla 1.

Los antigenos de carbohidrato adicionales preferidos incluyen la parte polisacarida de antigeno T,, antigeno Gb1,
antigeno GM1, antigeno GM3, y otros carbohidratos glicoesfingolipidos, tetrasacarido de Lewis Y, asi como sus
modificaciones, y cualquier combinacion de estos antigenos. Un antigeno de carbohidrato mas preferido es antigeno
Tn. Aunque los conjugados antigeno-nanoparticula se preparan preferentemente usando exclusivamente uno de estos
antigenos de carbohidrato, los antigeno-nanoparticulas de la presente invencién pueden incluir de forma adecuada al
menos un antigeno de carbohidrato diferente ademas del antigeno TF. En consecuencia, se pueden conjugar varios
antigenos de carbohidrato diferentes a cada nanoparticula en diversas realizaciones de la presente invencion, y se
prefieren normalmente que la pluralidad de antigenos de carbohidrato sea idéntica entre si.

Los antigenos de carbohidrato adecuados usados en la presente invencion se caracterizan normalmente por estar
compuestos de al menos un disacarido. En determinadas realizaciones de la presente invencion, el al menos un
disacarido incluye normalmente al menos un grupo de amino azucar. Los grupos de amino azucar adecuados incluyen
normalmente un azucar de anillo de seis miembros que tiene un grupo de amina, cuyos ejemplos incluyen glucosamina
y galactosamina.

Los antigenos de carbohidrato adecuados se seleccionan preferentemente por su capacidad para inducir o inhibir la
expresion de una proteina o carbohidrato particular en células sanas. Por ejemplo, en determinadas realizaciones, los
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antigenos de carbohidrato que pueden inducir la expresion en la superficie de galectina-3 en células endoteliales se
usan de forma adecuada, especialmente para proporcionar conjugados antigeno-nanoparticula que ayudan a inhibir la
adhesion de células cancerigenas metastatizantes a células sanas.

En diversas realizaciones de la presente invencion, es deseable para al menos uno de la pluralidad de antigenos de
carbohidrato asociados a tumor que esté conjugado con un grupo espaciador, y que el grupo espaciador esté
conjugado con la nanoparticula. Los grupos espaciadores adecuados incluyen varios grupos de repeticion, tales como
etilenglicol, para formar una cadena oligomérica o polimérica. Cada extremo de la cadena oligomérica o polimérica se
conjuga normalmente, de forma respectiva, a la nanoparticula y a uno de los antigenos de carbohidrato. En
consecuencia, los grupos espaciadores adecuados incluyen cadenas de polietilenglicol, ("PEG"), es decir,
-[OCH2CHz]n, en las que n es de 2 a aproximadamente 100, asi como una cadena de carbono, una cadena de carbono
que incluye azufre, nitrégeno u oxigeno en el esqueleto, incluyendo los polimeros poliacrilamida, una cadena de
péptidos compuesta toda de unidades de glicina o alanina, o cualquier combinacion de los mismos. En determinadas
realizaciones que incluyen grupos espaciadores, se usa normalmente PEG con n en el intervalo de aproximadamente
4 a16.

En determinadas realizaciones de la presente invencién, se pueden proporcionar las nanoparticulas con grupos de
enlace. En consecuencia, los conjugados antigeno-nanoparticula pueden incluir ademas uno o mas antigenos de
carbohidrato que se conjugan con uno o0 mas grupos de enlace, en los que los grupos de enlace se conjugan con la
nanoparticula. Los grupos de enlace adecuados incluyen uno o mas atomos de azufre, grupos carboxilato, amida,
carbamato, carbonato, tiocarbamato, tiocarbonato, tioéter, succinimida y n-hidroxisuccinimida, o cualquier
combinacién de los mismos.

En determinadas realizaciones, los conjugados antigeno-nanoparticula incluyen antigenos de carbohidrato que estan
cada uno enlazados covalentemente a uno o mas atomos de azufre. Preferentemente, los conjugados
antigeno-nanoparticula de la presente invencion incluyen antigenos de carbohidrato que estan cada uno enlazados,
individualmente, a uno o mas atomos de azufre. Los antigenos de carbohidrato se pueden enlazar a uno o mas atomos
de azufre, como se proporciona en el presente documento. Preferentemente, al menos dos atomos de azufre se
enlazan covalentemente entre si. Determinados conjugados antigeno-nanoparticula de la presente invencion incluyen
al menos uno de los atomos de azufre unido a la nanoparticula. Los enlaces adecuados entre los atomos de azufre y la
nanoparticula incluyen enlaces covalentes, y preferentemente incluyen van der Waals (es decir, enlaces dispersivos),
0 cualquier combinacion de los mismos.

Los conjugados antigeno-nanoparticula de la presente invencion también pueden incluir uno o0 mas grupos quimicos
diferentes, tales como acidos nucleicos y aminoacidos. En estas realizaciones, el uno 0 mas grupos quimicos
diferentes se enlazan normalmente a la nanoparticula, a través de conjugacion directa con la superficie de la
nanoparticula, o bien indirectamente a través del uso de un espaciador, un enlazador o cualquier combinacion de los
mismos. Las realizaciones normales pueden incluir antigenos de carbohidrato que son glicoproteinas, es decir,
antigenos de carbohidrato conjugados con uno o0 mas aminoacidos.

Los conjugados antigeno-nanoparticula de la presente invencion también pueden incluir una combinacién de grupos
de enlace y grupos espaciadores. Por tanto, determinadas realizaciones de la presente invencion incluyen uno o mas
antigenos de carbohidrato que se conjugan con uno 0 mas grupos espaciadores, los grupos espaciadores se conjugan
con uno o mas grupos de enlace, y el uno o mas grupos de enlace se conjugan con la nanoparticula. Aunque
cualquiera de los grupos de enlace mencionados anteriormente sean adecuados en estas realizaciones, se prefiere
que los grupos de enlace incluyan uno o mas atomos de azufre.

Las nanoparticulas adecuadas usadas en la presente invencidén estan compuestas de varios atomos que pueden
formar una particula que tiene una dimensién de aproximadamente 100 nm o menor. Se conoce una amplia variedad
de nanoparticulas que se pueden usar en la presente invencién, aunque las nanoparticulas adecuadas de la presente
invenciéon pueden estar compuestas de cualquier combinacion de atomos en la tabla periddica, los atomos se
seleccionan normalmente de uno o mas de los grupos 1 a 17, mas normalmente de uno o mas de los grupos 3 a 16,
aun mas normalmente de los grupos 4 a 15, y aun mas normalmente de los grupos 5 a 14. Las nanoparticulas
preferidas estan compuestas de elementos metélicos o semiconductores, tales como los que se encuentran en los
grupos 8 a 14, y de éstos, siendo mas preferidos los atomos metalicos de los grupos 10 a 12, siendo los atomos mas
preferidos cobre, oro, plata, platino, rodio y paladio que, asi como cualquier combinacién de los mismos.

Se pueden preparar varias nanoparticulas usando técnicas conocidas o se pueden adquirir de fuentes comerciales.
Por ejemplo, la patente de los EE.UU. N.° 5.879.715 describe procedimientos y sistemas para la produccién de
nanoparticulas inorganicas, la patente de los EE.UU. N.° 6.361.944 describe la preparacion de nanoparticulas de oro
que tienen oligonuclestidos unidas a ellas, la patente de los EE.UU. N.° 6.530.944 describe varias nanoparticulas
Opticamente activas, por ejemplo nanoparticulas de oro y nanocascaras, para su uso en procedimientos terapéuticos y
de diagndstico, la patente de los EE.UU. N.° 6.602.932 describe compuestos de nanoparticulas y nanocapsulas para
encapsulacién de huésped y procedimientos para sintetizar los mismos, y la patente de los EE.UU. N.° 6.780.301
procedimientos de fabricacién de particulas en varillas coloidales como nano cédigos de barras. Las diversas
composiciones coloidales también incluyen nanoparticulas que son adecuadas para su uso en la presente invencion.
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La patente de los EE.UU. N.° 4.853.335 describe que se pueden preparar particulas de oro coloidales de varias formas
a través de la reduccion de acido cloro aurico que produce varios tamafios de particula que varian de desde 5 nm hasta
100 nm. Esta patente también describe que las particulas coloidales pueden tener un engarce intermedio (es decir, un
enlazador) absorbido en su superficie.

Las nanoparticulas adecuadas usadas en la presente invencion tienen cada una normalmente de desde
aproximadamente 50 hasta aproximadamente 10.000 atomos, mas normalmente de desde aproximadamente 100
hasta aproximadamente 1000 atomos; y aun mas normalmente de desde aproximadamente 200 hasta
aproximadamente 800 atomos. Asi mismo, las nanoparticulas adecuadas normalmente tienen una dimension en el
intervalo de desde aproximadamente 0,5 nm hasta aproximadamente 200 nm, aun mas normalmente en el intervalo de
desde aproximadamente 1 nm hasta aproximadamente 100 nm, y aun mas normalmente en el intervalo de desde
aproximadamente 1 nm hasta aproximadamente 10 nm. Las nanoparticulas que estan compuestas de una coleccion
de 50 a 10.000 atomos unidos de varias maneras pueden dar lugar a una variedad de formas. En consecuencia, las
nanoparticulas adecuadas de la presente invencion pueden incluir cualquiera de uno o mas de los siguientes tipos de
formas: icosaédrica, similar a varilla, cubica, rombica, hexagonal, fullereno, y normalmente esferoide, asi como
versiones llenas, huecas, a capas y similares a cascara de estas formas, asi como cualquier combinacién de las
mismas.

En diversas realizaciones de la presente invencion, el nimero de antigenos de carbohidrato conjugados con cada una
de las nanoparticulas normalmente esta en el intervalo de desde aproximadamente 2 hasta aproximadamente 1000,
mas normalmente en el intervalo de desde aproximadamente 10 hasta 500, y ain mas normalmente en el intervalo de
desde aproximadamente 30 hasta 200. Aunque se pueden producir varios conjugados antigeno-nanoparticulas en los
que cada uno tiene el mismo numero de antigenos de carbohidrato conjugados, normalmente los conjugados
antigeno-nanoparticula tienen una distribucion del numero de antigenos de carbohidrato conjugados. En
consecuencia, se caracterizan adecuadamente varios conjugados antigeno-nanoparticula por tener una distribucion
de antigenos conjugados que se pueden expresar ademas en términos estadisticos conocidos por los expertos en la
técnica, por ejemplo, el nimero medio de antigenos conjugados. Asi mismo, la pluralidad de nanoparticulas también
se caracterizara adecuadamente en términos de una o mas distribuciones, por ejemplo, tamafio de particula, nimero
de atomos, composicion atémica, o cualquier combinacion de las mismas. En consecuencia, los conjugados
antigeno-nanoparticula adecuados de la presente invencion normalmente tendran un peso molecular en el intervalo de
de desde aproximadamente 1.000 Dalton hasta aproximadamente 1 millén de Dalton, mas normalmente en el intervalo
de desde aproximadamente 10.000 Dalton hasta aproximadamente 500.000 Dalton, y aiun mas normalmente en el
intervalo de desde aproximadamente 25.000 Dalton hasta aproximadamente 150.000 Dalton. En consecuencia,
normalmente se caracterizaran varios conjugados antigeno-nanoparticula por tener una distribucion de pesos
moleculares, tales como un peso molecular promedio en peso o en términos de un peso molecular promedio en
namero.

En diversas realizaciones de la presente invencion para preparar conjugados antigeno-nanoparticula, los
procedimientos normalmente incluyen proporcionar al menos una nanoparticula y conjugar varios antigenos de
carbohidrato con la nanoparticula, en los que los antigenos de carbohidrato se pueden expresar especificamente
sobre una superficie de célula de tumor. Las nanoparticulas adecuadas y los antigenos de carbohidrato adecuados se
describen anteriormente. Durante la conjugacion, se proporcionan varias nanoparticulas en un sitio de reaccion
adecuado, y normalmente se conjugan varios antigenos de carbohidrato con al menos una porcién de nanoparticulas
dentro del sitio de reaccioén. Los sitios de reaccion adecuados incluyen un recipiente, una camara o un conducto
adecuado para llevar a cabo reacciones quimicas. Aunque es normal que una porcién de los antigenos de
carbohidrato permanezcan sin conjugarse con las nanoparticulas en el sitio de reaccidon, se prefiere que
sustancialmente todos los antigenos de carbohidrato se conjuguen con cada una de las nanoparticulas.

En otras realizaciones del procedimiento de preparacién de conjugados antigeno-nanoparticula, antes de conjugar los
antigenos de carbohidrato con las nanoparticulas, se pueden conjugar los antigenos de carbohidrato con un grupo de
enlace. Anteriormente se proporcionan ejemplos de grupos de enlace, con ejemplos especificos proporcionados a
continuacion.

En otras realizaciones del procedimiento de preparacion de conjugados antigeno-nanoparticula, las nanoparticulas se
pueden enlazar con uno o mas grupos de enlace. A este respecto, se pueden proporcionar grupos de enlace sobre la
superficie de las nanoparticulas haciendo reaccionar cualquiera de uno o mas de los grupos de enlace anteriormente
mencionados con varias nanoparticulas en un sitio de reaccion.

En determinadas realizaciones preferidas de la presente invencién, el procedimiento de conjugar los antigenos de
carbohidrato con la nanoparticulas usa un procedimiento de autoensamblaje. Los procedimientos de autoensamblaje
se describen en la pub. de solicitud de patente de los EE.UU. N.° 2004/0018633A1, que da a conocer nanogrupos de
oro cubiertos de oligbmero de Oxido de etileno monodisperso acabado con tiol (es decir, nanoparticulas).
Preferentemente, los antigenos de carbohidrato acabados con uno o mas atomos de azufre de grupos de enlace se
autoensamblan sobre al menos una superficie de la nanoparticula.

En determinadas realizaciones de los procedimientos de la presente invencion, los grupos de enlace se conjugan con
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la nanoparticula y al menos uno de los antigenos de carbohidrato se conjuga con al menos uno de los grupos de
enlace de nanoparticula. Ademas, determinadas realizaciones de la presente invencidon también incluyen conjugar uno
0 mas grupos espaciadores con los antigenos de carbohidrato y con la nanoparticula. En estos procedimientos se
puede usar cualquiera de la variedad de grupos espaciadores proporcionados en el presente documento.
Preferentemente, como se proporciona con mas detalle en los ejemplos a continuacion, los grupos espaciadores
incluyen PEG.

También se pueden incluir etapas de procedimiento adicionales en los procedimientos de la presente invencion. En
particular, es deseable en determinadas realizaciones, para purificar los conjugados antigeno-nanoparticula
resultantes. Los procedimientos adecuados de purificacion de nanoparticulas incluyen filtraciéon, centrifugacion,
electroforesis, cromatografia, cristalizacion, o cualquier combinacién de las mismas.

En otros aspectos de la presente divulgacion se proporcionan procedimientos para inhibir la metastasis de células de
carcinoma en un mamifero. Estos procedimientos normalmente incluyen administrar a un mamifero o células del
mismo una cantidad terapéuticamente efectiva de al menos uno de los conjugados antigeno-nanoparticula descritos
en el presente documento. En consecuencia, en un aspecto de la presente divulgacion, se proporcionan
procedimientos para inhibir la metastasis de células de carcinoma en un mamifero, que incluyen administrar a un
mamifero o células del mismo una cantidad terapéuticamente efectiva de conjugados antigeno-nanoparticula,
comprendiendo los conjugados de nanoparticulas varios antigenos de carbohidrato conjugados con varias
nanoparticulas, en los que los antigenos de carbohidrato se pueden expresar especificamente sobre una superficie de
célula de tumor. Basandose en los estudios de ratones in vivo proporcionados en el presente documento, un experto
en la técnica puede determinar facilmente los regimenes de dosificacion adecuados para evitar la metastasis en otros
mamiferos, tales como seres humanos. En consecuencia, un aspecto de la presente divulgacion implica administrar a
un mamifero o células del mismo una cantidad terapéuticamente efectiva de conjugados antigeno-nanoparticula,
comprendiendo los conjugados de nanoparticulas varios antigenos de carbohidrato conjugados con varias
nanoparticulas, en los que los antigenos de carbohidrato se pueden expresar especificamente sobre una superficie de
célula de tumor. Un ser humano que se le diagnostica cancer, por ejemplo, cancer de mama, se puede tratar usando
los conjugados antigeno-nanoparticula y los procedimientos de la presente invencion. En determinado aspecto, el
tratamiento de seres humanos usando los diversos procedimientos y conjugados antigeno-nanoparticula da lugar a la
inhibicion de la metastasis, especialmente en los pulmones. Durante el tratamiento de un mamifero, un determinado
aspecto de la presente divulgacion puede incluir ademas las etapas de retirar células de tumor primario del mamifero.
Normalmente, las células de tumor se retiran del mamifero antes de administrar la cantidad terapéuticamente efectiva
de los conjugados antigeno-nanoparticula. A este respecto, las células de tumor primario que se inhiben de adherirse
a, y de colonizar sobre, tejidos secundarios del mamifero.

En diversos aspectos de la presente divulgacion para tratar un mamifero, los conjugados antigeno-nanoparticula
adecuados incluyen cualquiera de los conjugados antigeno-nanoparticula descritos en el presente documento. Por
ejemplo, los conjugados antigeno-nanoparticula adecuados incluyen antigenos de carbohidrato que se presentan en
el sistema inmunitario en carcinomas humanos durante el crecimiento y la progresion del tumor. Otros conjugados
antigeno-nanoparticula que son particularmente utiles usan antigenos de carbohidrato que incluyen antigeno TF,
antigeno T,, antigeno Gb1, antigeno GM1, antigeno GM3, y otros carbohidratos glicoesfingolipidos, tetrasacarido de
Lewis Y, asi como sus modificaciones, y cualquier combinacién de estos antigenos. Los antigenos de carbohidrato
mas preferidos se seleccionan de antigeno TF y antigeno Tn, o cualquier combinacién de los mismos.

Una nanoparticula se conjuga cuando la nanoparticula tiene grupos de antigenos de carbohidrato enlazados a la
superficie de la nanoparticula que pueden actuar para cambiar la respuesta de un sistema biolégico del que resulta del
contacto con una nanoparticula no conjugada. El término "enlace" se refiere a una asociacion atractiva de un atomo o
molécula con otro atomo o molécula, por ejemplo, un enlace covalente, un enlace iénico, un enlace de hidréogeno, o un
enlace o interaccion de otro tipo. Como ejemplo, los grupos de antigenos de carbohidrato se pueden unir a la superficie
de la nanoparticula para permitir que la nanoparticula en su totalidad se adhiera al material bioldgico, y dejar la
nanoparticula en su totalidad biolégicamente inerte de modo que el sistema bioldgico no "vea" la nanoparticula y no
responda a la nanoparticula. Un material biolégico puede incluir una secrecion, por ejemplo, un anticuerpo, de otro
material biolégico.

En el contexto de interacciones con entidades biolégicas, tales como células, o constituyentes quimicos de los
mismos, por ejemplo, receptores, el término "unidon" se usa coherentemente con el uso en la literatura bioldgica. Esto
es, "union" se puede referir a la fuerza atractiva neta entre dos moléculas o estructuras macromoleculares que resultan
de varios tipos de enlaces diferentes que actuan simultaneamente incluyendo enlaces iénicos, enlaces de hidrégeno, e
interacciones de van der Waals.

El grupo de antigenos de carbohidrato se puede enlazar a la nanoparticula, o se puede enlazar a un enlazador o grupo
espaciador que se conjuga a la nanoparticula. Determinados sacaridos son grupos de antigenos de carbohidrato. En
esta solicitud, el término "sacarido" se refiere a mono, di, tri y oligosacaridos. El sacarido puede ser un sacarido hallado
en la naturaleza, o puede ser un sacarido que no se encuentre en la naturaleza. Un sacarido puede ser, por ejemplo,
un antigeno hallado sobre la membrana de una célula de tumor o una bacteria. Por ejemplo, el disacarido de
Thomsen-Friedenreich se halla sobre la superficie de muchas células de cancer humanas pero no sobre la superficie
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de células humanas normales. Un sacarido hallado sobre la superficie de células de cancer, pero no sobre la superficie
de células humanas normales se puede denominar antigeno de carbohidrato asociado a tumor.

El término "enlazado" se usa en el presente documento para referirse a enlazado directamente o bien enlazado
indirectamente. En un primer ejemplo, un primer grupo quimico se enlaza directamente a un segundo grupo quimico si
hay un enlace entre un atomo o una porcién del primer grupo quimico, y un enlace entre un atomo o una porcion del
segundo grupo quimico. En un segundo ejemplo, un primer grupo quimico se enlaza indirectamente a un segundo
grupo quimico si hay un enlace entre un &tomo o una porcién del primer grupo quimico y un tercer grupo quimico, y otro
enlace entre el tercer grupo quimico y un segundo grupo quimico. En referencia a un primer grupo quimico como
"enlazado" a un segundo grupo quimico quiere decir que el enlace podria ser directo, como en el primer ejemplo, o
indirecto, como en el segundo ejemplo.

Un grupo quimico, por ejemplo, un grupo de antigeno de carbohidrato, se puede enlazar a la nanoparticula
directamente, o se puede enlazar a la nanoparticula indirectamente, por ejemplo, a través de un grupo de enlace. Un
grupo de enlace puede desempefiar varias funciones diferentes. Por ejemplo, un grupo de enlace puede actuar como
"espaciador" entre la nanoparticula y el grupo de antigenos de carbohidrato de modo que el grupo de antigenos de
carbohidrato puede asumir una conformacion requerida para estimular o suprimir la respuesta de un sistema biol6gico
como se desee. Un grupo de enlace también puede actuar para separar la carga en o sobre la nanoparticula del grupo
de antigenos de carbohidrato. Un grupo de enlace puede facilitar el enlace de un grupo de antigenos de carbohidrato
a la nanoparticula. Por ejemplo, un grupo de antigenos de carbohidrato se puede enlazar a un grupo de enlace, el
grupo de enlace puede incluir un atomo que tenga una afinidad alta por la nanoparticula y asi se enlaza a la
nanoparticula o se integra con la nanoparticula. Por ejemplo, un grupo de antigenos de carbohidrato se puede enlazar
a un atomo de azufre, sirviendo el atomo de azufre como grupo de enlace, y a su vez el atomo de azufre se puede
enlazar a la superficie de la nanoparticula. Como otro ejemplo, un sacarido que es un grupo de antigenos de
carbohidrato se puede enlazar a un grupo de enlace que incluye una cadena de al menos un atomo de carbono. El
grupo de enlace puede incluir ademas un atomo de azufre. Después, el atomo de azufre se puede enlazar a la
nanoparticula, por ejemplo, una nanoparticula de oro o plata. Un atomo que se enlaza directamente a la nanoparticula,
por ejemplo, un atomo de azufre, se puede denominar como parte de un grupo de enlace o como un grupo de enlace
en si mismo. De forma alternativa, un atomo que se enlaza directamente a la nanoparticula puede denominarse como
fuera de un grupo de enlace. Esto es, el ejemplo anterior también se podria presentar como un grupo de antigenos de
carbohidrato enlazado a un grupo de enlace que incluye una cadena de al menos un atomo de carbono, con el grupo
de enlace enlazado al atomo de azufre, que esta enlazado a la nanoparticula. En una realizacién, un disacarido de
Thomsen-Friedenreich se une covalentemente a un grupo de enlace que incluye una cadena de cinco atomos de
carbono, que a su vez se enlaza a un atomo de azufre, que a su vez se enlaza a la nanoparticula de plata u oro.

R SH
Antigeno de carbohidrato/ N~

En una realizacion, se puede formar el grupo de antigenos de carbohidrato-tiol de férmula Il haciendo reaccionar un
glicésido de férmula | con un acido alquiltio en presencia de un catalizador para producir un tioéster de formula ll, en la
que R; representa un grupo que contiene uno o mas atomos de carbono. Después, el tioéster de formula Il se puede
ser desbencilidenar e hidrolizar para producir el grupo de antigenos de carbohidrato-tiol de formula Il en solucién. En
una realizacion, el glicésido se puede seleccionar para producir un Thomsen-Friedenreich-tiol para el compuesto de
férmula I11.

R
Antigeno de carbohidrato bencilidenado, acetilado/ 1\

0]

O/Rl\/s R2

Antigeno de carbohidrato bencilidenado, acetilad
]

En una realizacién, la solucién que contiene nanoparticulas conjugadas ilustrada en la fig. 1 se puede purificar, y la
solucién purificada se puede secar para aislar una preparacion de nanoparticulas conjugadas con un grupo de
antigenos de carbohidrato. Por ejemplo, la soluciéon se puede filtrar a través de una membrana con un limite en el
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intervalo de 10.000 a 1 millén de Dalton. El limite se puede seleccionar de modo que solo pasen las nanoparticulas
deseadas menores de un determinado tamafio y queden retenidas las nanoparticulas mas grandes y las particulas; en
este caso, el permeado que pasa a través del filtro se seca para obtener nanoparticulas conjugadas aisladas. De forma
alternativa, el limite se puede seleccionar de modo que se retengan las nanoparticulas deseadas mas grandes de un
determinado tamafo y pasen las nanoparticulas mas pequefas y las particulas; en este caso, el retentado retenido por
el filtro se seca para aislar las nanoparticulas conjugadas. La soluciéon que contiene las nanoparticulas también se
puede forzar a pasar a través de un filtro con un limite mas grande, después, el permeado pasa a través de un filtro con
un limite mas pequefo, y después, el retentado del filtro con el limite mas pequefio se seca para aislar las
nanoparticulas conjugadas. Se pueden usar membranas de diversos tipos, por ejemplo, se puede usar una membrana
de ultrafiltracion o se puede usar una membrana de dialisis. Como ejemplo, la solucién que contiene las nanoparticulas
se puede hacer pasar a través de una membrana de ultrafiltracién con un limite de aproximadamente 50 kilodalton y se
puede secar el retentado para aislar nanoparticulas conjugadas. Las nanoparticulas conjugadas aisladas se pueden
redisolver o resuspender en un disolvente acuoso, por ejemplo, un disolvente acuoso biocompatible, para su uso
posterior. Un disolvente acuoso biocompatible podria ser un disolvente que contiene componentes ademas de agua y
las nanoparticulas que mejoran el rendimiento de las nanoparticulas disueltas en agua o suspendidas en agua cuando
se aplican a un biomaterial. Por ejemplo, un disolvente acuoso biocompatible se puede ajustar para tener salinidad y
pH similares a los de un tejido en el que se va a inyectar.

En una realizacién, una nanoparticula conjugada se enlaza a una célula para formar un complejo célula-nanoparticula.
Por ejemplo, el grupo de antigenos de carbohidrato sobre la nanoparticula puede actuar como un ligando que se
acopla con un receptor sobre la superficie de una célula. El grupo de antigenos de carbohidrato sobre la nanoparticula
puede ser, por ejemplo, un sacérido, tal como un disacarido de Thomsen- Friedenreich. Por ejemplo, el disacarido de
Thomsen-Friedenreich puede actuar como un ligando que se acopla con una proteina receptora, galectina-3, sobre
una célula endotelial. Ademas de un grupo de antigenos de carbohidrato, la nanoparticula puede tener otros grupos
sobre la superficie de la nanoparticula, tales como un acido mercaptoalcanoico, por ejemplo, acido mercaptoacético.

En una realizacion, las nanoparticulas conjugadas estan en forma de una formulacion. Esta formulacion incluye un
liquido y nanoparticulas conjugadas disueltas o suspendidas en el liquido, de modo que la solucién o suspension no
precipite ni flocule. Las nanoparticulas conjugadas de acuerdo con la invencién, cuando se mezclan con agua, forman
una solucién que es transparente, aunque se puede colorear. Por tanto, parece que las nanoparticulas se disuelven en
agua. Sin embargo, la literatura sobre nanoparticulas hidrofilas se refiere a menudo a una suspension de
nanoparticulas, puede ser porque, aunque cuando se mezclan con agua la composicion resultante sea tranparente, el
término "suspensién" se usa debido al mayor tamafio de las nanoparticulas con respecto a moléculas de peso
molecular bajo.

Las nanoparticulas conjugadas con antigenos de carbohidrato de acuerdo con la invencion se pueden inyectar en un
organismo, por ejemplo, en los tejidos, incluyendo el sistema circulatorio, de un animal vivo. Por ejemplo, las
nanoparticulas conjugadas con antigenos de carbohidrato se pueden disolver o suspender un disolvente acuoso
biocompatible, y después la solucién o suspensiéon se inyecta en el cuerpo. Las nanoparticulas conjugadas de
Thomsen-Friedenreich de la invencion se adheririan a células que expresan galectina-3, en particular, células
endoteliales que se han estimulado para expresar cantidades grandes de galectina-3. Entonces, la adhesion de
células de tumor sobre las células endoteliales se inhibiria basandose en un efecto de enmascaramiento. El hecho que
las nanoparticulas conjugadas con antigenos de carbohidrato se la presente solicitud sean solubles en agua y
biocompatibles las hace particularmente ventajosas para su uso en la evaluacion de tejido in vivo o in vitro.

Las nanoparticulas también se pueden conjugar con receptores biolégicos que se acoplan con antigenos sobre células
de cancer, estos antigenos ni estan presentes en las células normales ni estan presentes sobre células de cancer en
una concentracion mucho mas grande que en las células normales. De forma similar, las nanoparticulas se pueden
conjugar con antigenos que se acoplan con receptores sobre células de cancer, estos receptores ni estan presentes
en las células normales ni estan presentes sobre células de cancer en una concentracion mucho mas grande que en
las células normales. Al poner en contacto los conjugados de nanoparticulas con el tejido en el cuerpo o en una
muestra in vitro, se puede inhibir la adhesién por las células de cancer.

Las nanoparticulas conjugadas con antigenos de carbohidrato se pueden usar en aplicaciones terapéuticas. Por
ejemplo, las células de cancer pueden expresar antigenos que se acoplan con receptores en las células normales.
Este acoplamiento puede desempefar una funcion en la metastasis de células de cancer u otras interacciones de
células de cancer con el cuerpo. En una realizacién, las nanoparticulas se funcionalizan con los mismos antigenos que
expresan las células de cancer, las nanoparticulas se pueden unir a receptores en las células normales y asi bloquear
la adhesién de células de cancer a las células normales. Por ejemplo, como se discute anteriormente, el antigeno T de
carbohidrato asociado a cancer, por ejemplo, disacarido de Thomsen-Friedenreich, desempefa una funcion principal
en el anclaje de células de cancer de mama y de préstata sobre el endotelio interaccionando especificamente con una
proteina expresada en el endotelio, galectina-3. Las nanoparticulas funcionalizadas de Thomsen-Friedenreich se
inyectan en el cuerpo para adherirse a células entoteliales que expresan galectina-3, en particular, células endoteliales
que se han estimulado para expresar grandes cantidades de galectina-3, y asi bloquear la adhesién de las células de
cancer al endotelio. Este tratamiento podria retrasar o evitar la metastasis de células de cancer. Véase Glinsky et al.,
"The role of Thomsen-Friedenreich antigen in adhesion of human breast and prostate cancer cells to the endothelium”,
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Cancer Res., 61 (12): 4851-4857, 15 de junio, 2001.

Sin quedar ligada a ninguna teoria particular de funcionamiento, las presentaciones multiples de sacaridos antigénicos
a proteinas receptoras, es decir, una concentracion alta de sacaridos antigénicos, puede incrementar
considerablemente la resistencia del acoplamiento entre la particula o célula con los sacaridos antigénicos y la
particula o célula con las proteinas receptoras; esto se conoce como el efecto cluster de glicésidos. Por tanto, las
nanoparticulas conjugadas con antigenos de carbohidrato se pueden usar ventajosamente como vehiculos para
proporcionar sacéridos antigénicos a proteinas receptoras, debido a que los sacaridos antigénicos estan presentes en
concentraciones altas en las nanoparticulas.

Las nanoparticulas conjugadas con antigenos de carbohidrato presentadas en esta solicitud pueden ser
especialmente Utiles porque se pueden usar para tratamiento y diagnostico. Por ejemplo, las nanoparticulas
conjugadas con antigenos de carbohidrato se pueden inyectar en el cuerpo para tratamiento, y después se pueden
inducir para presentar fluorescencia y someter a imagen para monitorizar la respuesta del cuerpo, especialmente del
tejido enfermo, para el tratamiento.

Como se discute anteriormente, las nanoparticulas funcionalizadas con un antigeno se pueden unir a células
enfermas, por ejemplo, células de cancer, que expresan un receptor para el antigeno, y las nanoparticulas
funcionalizadas con un receptor se pueden unir a células enfermas, por ejemplo, células de cancer, que expresan un
antigeno que se acopla con el receptor. En una realizacion, la nanoparticula, ademas del antigeno de carbohidrato,
tiene un agente terapéutico adicional enlazado a ella. Inyectando una nanoparticula de este tipo, se puede lograr la
administracion de farmaco especifico de sitio. Esta administracion de agente terapéutico especifico de sitio es de gran
interés en el tratamiento de cancer, ya que los agentes terapéuticos usados pueden ser toxicos para las células
normales asi como cancerosas. El agente terapéutico suministrado puede ser un farmaco, por ejemplo, un farmaco
para estimular una respuesta inmunitaria, un agente quimioterapéutico, por ejemplo, para matar o debilitar una célula
de céancer, o un agente radioterapéutico para matar o debilitar una célula de cancer. De forma alternativa, la porcion de
nanoparticula del conjugado antigeno-nanoparticula puede servir por si mismo como agente terapéutico. Por ejemplo,
se pueden usar radioisétopos como elementos en la formacién de la nanoparticula. Se pueden seleccionar elementos
0 compuestos no radioactivos por su toxicidad para las células de cancer y seleccionarse de modo que la
nanoparticula se degrade con el tiempo, exponiendo las células de cancer a las que esta unido el conjugado
antigeno-nanoparticula a esos elementos o compuestos téxicos. También se pueden usar nanoparticulas
funcionalizadas con farmaco, radioactivas, o quimiotdxicas funcionalizadas con un antigeno para debilitar o destruir
selectivamente células en el cuerpo a las que se adhieren las células de cancer para su crecimiento o proliferacion.

En una realizacion, se usan nanoparticulas conjugadas con antigenos de carbohidrato como componente de una
composicion inmundgena. Se pueden usar antigenos asociados a tumor expresados por células cancerosas, por
ejemplo, sacaridos antigénicos tales como disacarido de Thomsen-Friedenreich, para funcionalizar nanoparticulas. La
introduccion de antigenos asociados a tumor solos normalmente no estimula una respuesta inmunitaria debido a la
autotolerancia inmunitaria. Sin embargo, sin restringirse a una teoria particular de funcionamiento, la presentacion
multiple y densa de antigenos asociados a tumor sobre la superficie de un nucleo de nanoparticula se puede reconocer
por el sistema inmunitario como claramente antinatural de modo que se estimule una respuesta inmunitaria. Cuando
se inyectan en el cuerpo, estas nanoparticulas funcionalizadas de antigenos asociado a tumor estimulan una
respuesta inmunitaria y por tanto incitan a que el sistema inmunitario ataque las células cancerosas.

Ejemplos

En estos ejemplos se notifica una preparacion eficaz y simple de conjugados de nanoparticulas de oro encapsulado de
antigeno-Tn (también denominado "antigeno Tn" y "ag Tn", antigeno T, y variantes similares) y antigeno-TF (también
denominado "ag TF", "antigeno TF", "antigeno T" y variantes similares), su interaccién con proteina especifica de
galactésido galectina-3 y péptido 15-mero de unidén a antigeno TF P-30. Se analizan sus aplicaciones en imagen,
diagnosticos de cancer temprano, y su uso como agentes antimetastasicos.

Resultados y analisis

La preparacion de antigenos TF y T, con puente de disulfuro se representa en el esquema 1 de Svarovsky, S. A;
Barchi, J. J. Jr. Carbohydr. Res. 2003, 338, 1925-1935. Después, los inventores de la presente invencion prepararon
conjugados de nanoparticulas de oro encapsulado de antigeno TF y T,, por un procedimiento modificado de Brust et al.
("Synthesis of Thiol-derivatized Gold Nanoparticles in a Two-phase Liquid-Liquid System", J. Chem. Soc., Chem.
Commun. 1994, 801-802.) El conjugado antigeno-nanoparticula resultante fue extremadamente soluble en agua pero
completamente insoluble en metanol y en otros disolventes organicos. Las medidas de TEM (figura 3) muestran que la
solubilizacién en agua no dio como resultado la agregacion de las nanoparticulas.

La desaparicion de las sefiales de metileno préximas al grupo -SH en las nanoparticulas conjugadas de antigeno TF
("TF-AuNP") asi como la desaparicion del pico de -SH del espectro de IR son claramente indicativas de que la particula
de oro se uni6 con la monocapa de TFSH. Los cambios quimicos y las integrales del resto de protones confirman que
las moléculas de TFSH unidas tienen la misma estructura que las libres. Los resultados del andlisis elemental de las
nanoparticulas de oro mostraron la misma proporcion de C/H/N/O relativa como en el ligando libre.
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Parte experimental
Materiales y procedimientos

Se determinaron los puntos de fusién en un aparato de punto de fusidon de Fisher-dJohns y estan sin corregir. Los
valores de Rs se refieren a TLC realizada en uniplacas GF de Analtech prerrecubiertas con gel de silice 60 a un grosor
de 0,25 mm. Se visualizaron los puntos carbonizando con una solucién de molibdato de amonio (IV) tetrahidratado
(12,5 g) y sulfato de cerio (IV) tetrahidratado (5,0 g) en un 10 % de H2SO4 acuoso (500 ml). Se realizé la cromatografia
en columna ultrarrapida bajo presion media usando gel de silice 60 (malla 230-400, E. Merck) Y se empled
normalmente un gradiente de polaridad de disolvente en etapas, correlacionado con movilidad de TLC.

Se registraron espectros de RMN en un instrumento InovaUnity-400 de Varian con CHCIs residual (7,26 ppm) como el
estandar interno en frecuencias de 399,74 MHz para H y 100,51 MHz para 3C. Las asignaciones se basaron en
experimentos gCOSY, TOCSY, ROESY, y 8C/DEPT. Los datos de RMN de 'H estan tabulados en el orden de
multiplicidad (s, singlete; d, doblete; dd, doblete de dobletes; dt, doble de tripletes; t, triplete; q, cuartete; m, multiplete;
sa, sefial ancha), numero de protones, y constante(s) de acoplamiento en hertzios. Los espectros de IR se tomaron
con un espectrometro FT/IR-615 de JASCO. Las rotaciones opticas especificas se determinaron usando un
polarimetro JASCO-P1010 en una cubeta de 0,5 dm a 589 nm en cloroformo. Se tomaron cinco medidas consecutivas
de cada vez; se da el valor promedio. Se obtuvieron espectros de masas por bombardeo rapido de atomos de iones
positivos (FABMS) a un voltaje de aceleracion de 6 kV y a una resolucion de 2000. Se usé glicerol como la matriz de
muestra, y se efectud la ionizaciéon por atomos de xenoén. Se realizé la microscopia confocal de barrido laser en un
microscopio confocal Zeiss 510 (NCI-Frederick, Confocal Microscopy Facility, Image Analysis Lab). Se realizaron
analisis elementales por Atlantic Microlab, Inc., Norcross, GA. A menos que se establezca de otro modo, se
adquirieron los materiales de Aldrich-Sigma (Milwaukee, WI) y se usaron sin purificacion adicional.

Tioacetoxipentil-2-desoxi-4,6-benciliden-2-acetamido-a-D-galactopiranésido (126C-287)

o]

A una solucién de 200 mg (0,53 mmol) de 126C-284 en 6 ml de 1,4-dioxano anhidro se le afiadieron 4,4 ml (8,0 mmol,
15,08 equiv.) de acido tiolacético recién destilado (3x) seguido de adiciéon de 90 mg (0,09 mmol) de AIBN. Se dejo la
reaccion en agitacion a 75 °C. A las 6 horas, la TLC (5 % v/v de MeOH en CH2Cly) no mostré ningun material de
partida. Se coevaporé la reaccién con xilenos para retirar los disolventes y se sometié a cromatografia ultrarrapida el
aceite residual EtOAc/hexanos 20:1 para dar 208 mg (0,46 mmol, 86 % de rendimiento) de un sdélido blanco. R 0,22,
(10:1 EtOAc/Hexanos); [a]o = +210,00 (c 0,21 en CHCI3); IR (puro) 3291,89, 2114,56, 1748,16, 1649,80, 1554,34,
1375,00, 1218,79; RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) & = 7,49-7,56 (m, 2H, Ph), 7,35-7,42 (m, 3H, Ph), 5,76 (d, 1H,
J=9,37Hz, NH), 5,58 (s, 1H, PhCH), 4,94 (d, 1H, J=3,51, H'-1), 4,46 (m, 1H, H'-2), 4,27 (dd, 1H, J=1,17, 12,49Hz,
H'-6b), 4,23 (d, 1H, J=3,51Hz, H'-4), 4,08 (dd, 1H, J=1,95, 12,49Hz, H'- 6a), 3,84 (ddd, 1H, J=3,5, 10,5, 14,4Hz H'-3),
3,70 (dt, 1H, J=6,25, 9,76Hz, -OCH.CH,CH,CH,CH,.SAc), 3,67 (sa, 1H, H'-5), 3,44 (dt, 1H, J=6,25, 9,76Hz
-OCH>CH>CH2CH2CH2SAc), 2,88 (m, 2H, -OCH.CH>CH,CH,CH2SAc), 2,76 (d, 1H, J=10,93Hz, -OH), 2,34 (s, 3H,
SAc), 2,05 (s, 3H, NHAc), 1,56-1,68 (m, 4H, - OCH,CH;CH,CH,CH.SA:), 1,38-1,49 (m, 2H,
-OCH2CH,CH,>CH>CH>SAc); RMN de *c (100 MHz, CDCl3) 6 = 171,37, 129,36, 128,43, 126,56, 101,51, 98,38, 75,71,
69,58, 69,35, 68,04, 63,15, 50,60, 30,86, 29,55, 29,04, 28,98, 25,55.

FAB EM m/z: 454,2 (MH+). Anal: Calc. para C22H31NO7S: C 58,26; H 6,89; N 3,09. Hallado: C 58,14; H 6,80; N3,02.
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Tioacetoxipentil-2-desoxi-2-acetamido-a-D-galactopiranésido (126C- 289-2)

Se dejé que una solucion de 180 mg (0,40 mmol) de 126C-287 en 10 ml de 80 % de AcOH reaccionara a 60 °C durante
3 horas. No se detectd ningin material de partida después de este tiempo. Se diluy6 la solucién de reaccién con
xilenos y se rotoevaporo hasta sequedad. Se sometié a cromatografia el residuo sélido blanco en gel de silice usando
un 10 % v/v de MeOH en CH2CI2 como eluyente. Esto dio 80 mg (56 % de rendimiento) del a-producto. R¢ 0,21, (10 %
de MeOH en CH.Cly); [a]p = +104,74 (c 0,18 en CHCIs3); 1R (puro) 3319,86, 2119,40, 1738,80, 1692,23, 1643,05,
1542,77; RMN de "H (400 MHz, CDCl3) & = 6,00 (d, 1H, J=8,20, NH); 4,86 (d, 1H, J=3,9Hz, H'-1) 4,32 (m, 1H, H'-2),
4,02 (d, 1H, J=3,12Hz, H-4), 3,86 (bd, 1H, OH), 3,76 (m, 1H, H-3), 3,71 (dt, 1H, J=6,64, 9,76Hz, -
OCH,CH,CH,CH>CH,SAc), 3,49 (bs, 1H, OH), 3,43 (dt, 1H, J=6,25, 9,76Hz - OCf,CH.CH,CH,CH,SAc), 2,81-2,87 (m,
2H, -OCH>CH>CH,CH>CH2SAc), 2,67 (bs, 1H, OH), 2,34 (s, 3H, SAc), 2,09 (s, 3H, NHAc), 1,57-1,69 (m, 4H,
-OCH,CH,CH2CH2CH2SAc), 1,38-1,48 (m, 2H, -OCH,CH,CH,CH,CH2SAc); RMN de °C (100 MHz, CD30OD) & =
196,46, 172,68, 97,51, 71,23, 69,18, 68,49, 67,47, 61,62, 50,48, 48,44, 47,17, 29,40, 29,32, 28,71, 28,58, 25,26, 21,50.

FAB EM m/z: 366,2 (MH+). Anal: Calc. para C1sH27NO7S: C 49,30; H 7,45; N 3,83. Hallado: C 49,38; H 7,34; N 3,83

Tiopentil-2-desoxi-2-acetamido-a-D-galactopiranésido (126C-290)

H  “wH

e
o

A una solucién de 60 mg (0,16 mmol) de 126C-289-2 en 3 ml de MeOH anhidro se afadieron gota a gota 45 ul (10,6
mg, 0,20 mmol) de NaOMe (25 % p/v de solucion en MeOH) a 0 °C. Después, se calento la solucidon a temperatura
ambiente y se a%ité durante una hora adicional. Se neutralizé la solucidon con resina de intercambio idnico débilmente
acida (Amberlite-50). Se filtrd la resina y se lavé con 20 ml de MeOH. La FCC en gel de silice usando un 10 % v/v de
MeOH en CH,Cl, proporciond 47 mg (89 %) de sdlido blanco. Ry 0,10, (10 % de MeOH en CH,Cly); RMN de 'H (400
MHz, D»,0O) & = 4,76 (d, 1H, J=3,51, H'-1), 3,99 (dd, 1H, J=3,90, 10,93Hz, H'-2), 3,84 (d, 1H, J=3,51Hz, H'-6a), 3,80 (d,
1H, J=5,86Hz, H'-4), 3,77 (dd, 1H, J=3,12, 3,51H, H'-3), 3,62 (d, 1H, J=1,95Hz, H'-6b), 3,60 (sa, 1H, H'-5), 3,53-3,60
(m, 1H, - OCH>CH,CH,CH,CH,SNa), 3,30-3,38 (m, 1H, -OCH,CH,CH,CH,CH,SNa), 2,42 (t, 1H, J=7,03, 7,42Hz,
-OCH,CH,CH,CH,CH,SNa), 1,90 (s, 3H, NHAc), 1,42-1,53 (m, 4H, - OCH,CH,CH>CH,CH,>SNa), 1,26-1,36 (m, 2H,
-OCH2CH2CH2CH2CH>SNa), (comprobar asignaciones H4,5,6, ampliar COSY); RMN de 3¢ (100 MHz, D20O) 6 =
174,69, 96,96, 71,00, 68,69, 68,07, 67,84, 61,42, 50,23, 32,78, 28,04, 24,25, 23,86, 22,15. FAB EM m/z: 346,2
(M+Na+). Anal: Calc. para C13H24NNOgS: C 45,21; H 7,00; N 4,06. Hallado: C 46,31; H 7,80; N 4,15

13



10

15

ES 2375059 T3

Nanoparticulas de oro encapsuladas-Tn (Tn-AuNP)

Se combiné una soluciéon de HAuCIs (1 ml, 15 mmol/l, 0,015 mmol) en agua con 1 ml de 35 mmol/I (0,035 mmol) de
solucién de bromuro de tetraoctilamonio (0,035 mmol) en tolueno. Se agité enérgicamente la solucién de dos capas
hasta que la capa de agua se volvié transparente (transferencia completa de HAuCl, en la fase orgéanica). Se separo la
capa de tolueno naranja y se transfirié en un vial de reaccion. Se afiadié soluciéon de 3,5 mg (0,0054 mmol) de
126C-300 y 1 mg de NaBH4 en 2 ml de MeOH. Después, se afnadio lentamente la solucién combinada a la solucion de
tolueno de de HAuCI4 con agitacion enérgica. Se produjo la precipitacion inmediata de material insoluble oscuro.
Después de que se completase la adicion, se agité la solucion de reaccion durante una hora adicional. Se centrifugo el
precipitado a 5.000 rpm durante 15 min y se lavé con MeOH. Se repitié este procedimiento tres veces. Se disolvié el
precipitado oscuro en agua y se liofiliz6. La RMN de las nanoparticulas en DO mostré trazas de material de partida
(NT=5.000) junto con sefales anchas correspondientes al ligando de aztcar 126C-300. Se purificaron adicionalmente
las nanoparticulas filtrando de forma centrifuga con Centricon®-3 hasta que no se pudo detectar ningun material de
partida por RMN ni TLC. El espectro de RMN de 'H (400 MHz, D20) de Tn-AuNP mostré dos picos anchos a 1,00-2,50
ppm y 3,00-4,5 ppm. Los cambios quimicos de los picos corresponden a los del compuesto 126C-300. Los informes
anteriores indican que los picos ensanchados se pueden atribuir al ensamblaje de antigeno Tn tiolado sobre la
superficie de oro. (Lin, C-C. et al JACS, 2002, 124, 3508 y referencias en el documento) IR, RMN, TEM, UV-Vis.
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Preparacion de TF-AuNP
126B-172

Se purg6 con argén una solucion de 120 mg (0,17 mmol) de 126B-164 {Svarovsky y Barchi 2003 281 /id} en 4 ml de
1,4- dioxano anhidro durante 20 min. A esta solucion desoxigenada se le afiadieron 1,4 ml (2,55 mmol, 15 equiv.) de
acido tiolacético triplemente destilado seguido de 30 mg (0,03 mmol) de AIBN. Se dejo que la reaccién se agitara bajo
atmosfera de argon a 75 °C hasta que no se pudo detectar ningin material de partida por TLC (aproximadamente 1
hora). Después, se inactivé la reaccion con ciclohexeno (0,1 ml). Se coevaporé la solucién con xilenos bajo presion
reducida. La FCC en gel de silice con EtOAc/hexanos 3:1 proporciond 125 mg (99,8 %) de sdlido blanco (mezcla 7:3
de rotameros de amida). Rr 0,19 (3:1 EtOAc/ hexanos); [a]p = +157,79 (c 0,22 en CHCIs); IR (puro) 3099,05, 1752,01,
1689,34, 1368,25, 1220,72; RMN de 'H (400 MHz, CDCls) & = 7,48-7,54 (m, 2H, Ph), 7,27-7,38 (m, 3H, Ph), 5,56 (d,
1H, J=8,98Hz, NH), 5,52 (s, 1H, PhCH), 5,34 (d, 1H, J=2,34Hz, H"-4), 5,13-5,19 (m, 1H, H"-2), 4,92-4,98 (m, 2H, H"-3,
H'-1), 4,76 (d, 1H, J=7,81Hz, (BH"-1), 4,62 (m, 1H, H'-2), 3,90-4,30 (m, 6H, H'-6, H"-6, H'-4, H"-5), 3,88 (m, 1H, H'-3),
3,59 (sa, 1H, H'-5), 3,60-3,70 (m, 1H, -OCH,>CH>CH,CH,CH,SAc), 3,35-3,45 (m, 1H, -OCH,CH,CH,CH,CH,SAc), 2,83
(t, 2H, J=7,42Hz, -OCH,CH,CH,CH2CH>SAc), 2,30 (s, 3H, SAc), 1,93, 1,96, 2,00, 2,01, 2,11 (s, 15H, OAc, NHAc),
1,52-1,62 (M, 4H, - OCH2CH,CH,CH2CH,SAC), 1,34-1,44 (m, 2H, -OCH,CH2CH2CH,CH2SAc), RMN de °C (100 MHz,
CD3Cl) & = (se necesita 13C). FAB EM m/z: 784,0 (MH+). Anal: Calc. para C3sH49NO+6S: C 55,16; H 6,30; N 1,79.
Hallado: C 54,89; H 6,32; N 1,87
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126B-175

Se agitd una solucion de 110 mg (0,14 mmol) de 126B-172 en 3 ml de un 80 % de AcOH a 45 °C durante 16 horas. Se
concentré la solucion de reaccién a presion reducida y se coevapord dos veces con xilenos. Se sometido a
cromatografia ultrarrdpida en gel de silice usando un 7 % de MeOH en CH.Cl, para proporcionar 69 mg (71 % de
rendimiento) de espuma blanca (mezcla de 7:3 de rotameros de amida). PF 95-97 °C; R; 0,46 (10 % MeOH en
CH2C15); [alo = +107,69 (c 0,15 en CHCIs); IR. (puro); 3552,24, 1750,08, 1688,37, 1656,55, 1545,67, 1370,18,
1220,72; RMN de "H (400 MHz, CDCl3) & = 5,33 (dd, 1H, J=0,78, 3,51Hz, H"-4), 5,11-5,18 (m, 1H, H"-2), 4,94 (dd, 1H,
J=3,51, 10,54Hz, H"-3), 4,78 (d, 1H, J=3,51Hz, H'-1), 4,61 (d, 1H, J=8,20Hz, (BH"-1), 4,51 (td, 1H, J=3,90, 10,54Hz,
H'-2), 3,65-4,18 (m, 8H, H'-5, H'-3, H'-6, H"-6, H'-4, H"-5), 3,60-3,67 (m, 1H, - OCH>CH>CH>CH>CH>SAc), 3,31-3,40 (m,
1H, -OCH>CH,CH>CH,CH,SAc), 2,78-2,85 (m, 2H, -OCH>CH>CH>CH>CH>SAc), 2,70 (sa, 2H, OH), 2,28 (s, 3H, SAc),
1,92, 1,94,2,00, 2,02, 2,11 (s, 15H, OAc, NHAc), 1,50-1,62 (m, 4H, -OCH,CH,CH>CH,>CH,SAc), 1,32-1,42 (m, 2H, -
OCH2CH2CH2CH,CH,SAc), RMN de *C (100 MHz, CDCl3) & = 196,46, 170,61, 170,39, 170,32, 169,72, 169,55,
101,86, 97,87, 78,38, 71,07, 70,82, 69,69, 69,37, 68,83, 67,89, 67,10, 62,88, 61,52, 48,06, 30,86, 29,57, 29,03, 28,88,
25,61, 23,56, 20,87, 20,81, 20,79, 20,72, 20,67.

FAB EM m/z: 696,1 (MH+). Anal: Calc. para C9H4sNO16S: C 50,06; H 6,52; N 2,01. Hallado: C 49,55; H 6,53; N 2,00
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126B-177L

- - 2

Se traté una solucion de 300 mg (0,43 mmol) de 126B-175 en 5 ml de MeOH con 30 pl de un 25 % (p/v) de
NaOMe/MeOH. Se agité la reaccidon a TA y durante 24 horas con flujo lento de burbujeo de aire a través de la solucion.
Inicialmente, se observaron dos puntos por TLC (R 0,13 y R 0,00 en un 20 % v/v de MeOH/CHCIy). El punto de Rf
mas alto corresponde al tiol monomérico 126B-177H mientras que el punto mas bajo correspondi6 al dimero deseado
126B-177L. Después de 24 horas, solo de pudo observar un punto de 126B-177L. En este punto, se neutralizd
cuidadosamente la reaccion con Amberlite®-120 fuertemente &cido, y se evaporo6 bajo presion reducida a 50 °C para
dar 200 mg (96 %) de 126B-177L puro de RMN. Se purific el producto bruto por RPFC con un 10 % — 40 % (v/v) de
MeOH/H,0O para dar 187 mg (90 %) de 126B-177L puro como polvo blanco. El compuesto era soluble tanto en agua
como en metanol. PF 247- 249 °C; [a]lo = +93,76 (c 1,6 en MeOH); IR (puro) 3379,64, 2944,77, 2827,13, 2112,64,
1746,23, 1218,79; RMN de 'H (400 MHz, CDs0D) & = 4,14 (d, 2H, J= 1,95Hz, NH), 3,87 (dd, 2H, J= 3,12, 10,93Hz,
H'-2), 3,68 (m, 2H, [-OCH>-]2), 3,40 (m, 2H, -OCH>-), 2, 68 (t 4H, J= 7,42Hz, -CH,S- SCH>-), 1,94 (s, 6H, NHAc),
1,43-1,74 (m, 12H, [-OCH,CH>CH2CH>CHS-]2); RMN de "*C (100 MHz, CDCl3) & = 172,77 (NHAc), 105,08 (C-1),
97,60, 77,76, 75,52, 73,52, 71,33, 70,85, 69,07, 68,83, 67,54, 61,64, 61,38, 49,19, 38,41, 28,89, 28,81, 24,93, 21,69.
FAB EM m/z: 969,2 (MH+). Anal: Calc. para C3gHgsN2022S(3xH20) C, 44,61; H, 7,29; N, 2,74. Hallado: C 44,24; H 7,21;
N 2,73.

Sintesis de enlazadores HEXPEG
126E-170

HO. :
o /
&

{PALEGROSDEMANGE, SIMON, et al. 1991 171 /id}

Se afiadio una solucién de 533 pl de un 50 % de NaOH (6,7 mmol) a 10 g (35,5 mmol) de hexa(polietilenglicol) (Aldrich)
a 100 °C. Se agito la reaccion durante 30 min a 100 °C. Se afiadié rapidamente 5-bromo-1-penteno (1 g, 6,7 mmol) y se
agité la reaccion a 100 °C durante 24 horas. Se diluyé la reaccion con agua y se extrajo 6x con EtOAc. Se evaporaron
los extractos organicos combinados y se separaron por FCC con CH2Cl,/MeOH 10:1. Esto dio 1 g del producto deI
titulo como un liquido transparente. R¢ (10:1 CH,Clz/MeOH) = 0,3; IR (puro); 3465 (sa), 2231, 2022, 1690; RMN de "H
(400 MHz, CDsCl) 6 = 5,73-5,83 (m, 1H, CH=CHy), 4,90-5,02 (m, 2H, CH=CH), 3,53-3,70 (m, 24H, PEG), 3,43 (, 2H,
J=6,49Hz, OCH,CH,CH,CH=CHy), 2,08 (m, 2H, OCH,CH,CH>CH=CHy), 1,65 (m, 2H, OCH,CH,CH,CH=CH>); RMN
de13C (100 MHz, CDsCl) 6 = 72,49, 70,66, 70,59, 70,55, 70,52, 70,33, 70,07, 61,68, 30,19, 28,75. FAB EM m/z: 351,3
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(MH+), 373,3 (M+Na+). Anal: Calc. para C17H3407: C, 58,26; H, 9,78; Hallado: C 58,30; H 9,78.
126E-179

NPNAPNPP N

Palegrosdemange C, et al., J. Am. Chem. Soc., 113(1):12-20 2 enero, 1991

Se traté una solucion de 2,8 g (8 mmol) de 126E-170 en 30 ml de MeOH con 30 mmol (2,3 g, 2,3 ml) de HSAc recién
destilado. Se purgé la solucién con argdn durante 20 minutos y se afiadieron 10 mg de AIBN. Se irradio la reaccion con
360 nm de luz durante una noche, se inactivo con 1 ml de ciclohexeno y se evaporo. Se purifico el residuo por FCC con
CHxCl;:MeOH 15:1 para proporcionar 3 g (88 %) del producto S-acetilado como un liquido transparente. IR (puro);
3465 (sa), 1689; RMN de 'H (400 MHz, CDsCl) & = 3,52-3,72 (m, 24H, PEG), 3,42 (t, 2H, J= 6,49Hz,
OCH>CH,CH>CH2CH.SAc), 2,84 (d, 2H, J= 6,95Hz, OCH>CH>CH>CH>CH>SAc), 2,60 (sa, 1H, OH), 2,29 (s, 3H, SAc),
1,56 (m, 4H, OCH,CH>CH,CH>CH:SAc), 1,39 (m, 2H, OCH2CH,CH2CH-CH>SAc); RMN de "*C (100 MHz, CDsCl) & =
195,91, 72,47, 71,09, 70,61, 70,57, 70,55, 70,36, 70,09, 61,72, 30,62,29,34,29,10,29,01,25,36; FAB EM m/z: 427 ,4
(MH+). Anal: Calc. para C19H330sS: C, 53,50; H, 8,98; 0,30,01. Hallado: C 52,17; H 8,91.

126F-018

HO.
(o) SH
8

Se traté una solucion de 1 g (2,34 mmol) de 126E-179 en 15 ml de MeOH seco con 10 gotas de un 25 % p/v de
NaOMe/MeOH durante 30 minutos. Se inactivo la reaccion era con resina de intercambio de iones Amberlite®120, se
filir6 y se concentré. Se purificd el residuo por FCC con CH2Cl>:MeOH 15:1 para proporcionar 350 mg (40 %) de
disulfuro que se escindio a tiol libre con DTT como sigue. Se traté la solucion de 350 mg del disulfuro con 10x DTT en
exceso en H2O durante 1 hora, se concentrd y se purificéd por FCC con un 10 % de CH>C12:MeOH para dar 340 mg (98
%) de 126F-018 como un liquido amarillo claro. RMN de H (400 MHz, CD3Cl) & = 3,48-3,68 (m, 24H, PEG), 3,38 (t, 2H,
J =6,49 Hz, OCH,CH,CH,CH>CH,SH); 2,80 (t, 1H, J = 6,03 Hz, OH), 2,46 (m, 2H, OCH,CH,CH>CH2CH>SH), 1,54 (m,
4H, OCH,CH,CH,CH>CH,SH), 1,38 (m, 2H, OCH,CH,CH,CH>CH,SH), 1,28 (m, 1H, SH); RMN de °C (100 MHz,
CDsCl) 6 = 72,49, 71,08, 70,51, 70,48, 70,29, 70,05, 61,61, 33,75, 29,01, 24,87, 24,46. FAB EM m/z; 385,3 (MH+),
407,3 (M+Na+). Anal: Calc. para C17H307S: C, 53,10; H, 9,44; Hallado: C 52,53; H 9,41.

Sintesis de galactésido -enlazado
126F-083

Se transfirié por medio de una canula una solucién de 1,4 g (2,8 mmol) de Gal-TCI {Ren y Liu 1999 124 /id} y 1 g (2,34
mmol) de 126E-179 en 20 ml de CH,Cl; anhidro a 500 mg de SM secado a la llama (4A) y se agité a TA durante 30 min
antes de la adicién de 20 yl de TMSOTF. Después de 1 hora a TA, se inactivo la reaccion con 0,1 ml de EtsN, se filtro
a través de Celite®, se concentrd yse purificé por FCC sobre gel de silice proporcionando 1,2 g (82 %) de 126F-083
como un solido vidrioso. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) & = 5,31 (m, 1H, H-4), 5,14 (dd, 1H, J = 7,94 Hz, J = 10,48 Hz,
H-3); 4,95 (dd, 1H, J = 3,44 Hz, J = 10,46 Hz, H-2), 4,50 (d, 1H, J = 7,99 Hz, H-1), 3,45-3,72 (m, 24H, 24H PEGS6),
3,80-4,20 (m, 3H, H-5, H-6ab), 3,40 (t, 2H, J = 6,60 Hz, - OCH>CH,CH,CH,CH,SAc), 2,70 (t, 2H, J = 7,32 Hz,
-OCH,CH2CH,CH,CH>SAc), 2,25 (s, 3H, SAc), 2,08, 1,99, 1,98, 1,91 (33, 12H, 4xAc), 1,52 (m, 4H,
-OCH2CH,CH2CH-CH,SAc), 1,35 (m, 2H, -OCH,CH,CH,CH,CH2SAc); RMN de "C (100 MHz, CDCls) & = 170,36,
170,25, 170,14, 169,45, 101,38, 71,11, 70,91, 70,59, 70,27, 70,10, 69,07, 68,81, 67,07, 61,29, 30,62, 29,36, 29,11,
29,02, 25,38, 20,76, 20,67, 20,58; FAB EM m/z: 795,6 (M + K+); Anal: Calc. para Cs3Hs6047S: C, 52,37; H, 7,46;
Hallado: C 52,09; H 7,49.

126F-084

Se trat6 una solucion de 1,2 g (1,92 mmol) de 126F-083 en 15 ml de MeOH con una cantidad catalitica de un 25 % de
NaOMe/MeOH. Después de agitar durante una noche bajo argén, se neutralizé la reaccion con resina de intercambio
de iones Amberlite®-120 fuertemente acida, se filtro, se evapord y se purificé por RP-FCC en una columna C-18 con un
10 % — 40 % de MeOH en H»O para dar después de liofilizacion 750 mg (94 %) de 126F-084 como un sélido vidrioso.
RMN de 'H (400 MHz, D,0) & = 4,30 (d, 1H, J = 7,80 Hz, H-1), 3,97 (dt, 1H, J = 4,07 Hz, J = 11,19 Hz, ), 3,80 (m, 1H,
), 3,50-3,77 (m, 29H, 24H PEGS, anillo de aztcar 5H), 3,44 (m, 3H, -OCH,CH,CH,CH2,CH,SH, H-2), 2,45 (t, 2H, J=7,1
Hz, -OCH,CH,CH,CH,CH,SH), 1,50 (m, 4H, -OCH2CH>CH,CH>CH,SH), 1,32 (m, 2H, -OCH,CH,CH>CH>CH,SH);
18
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RMN de "H (400 MHz, CDCls) & = 4,25 (d, 1H, J = 7,56 Hz, (pH-1) 4,07 (sa, 4H, OH), 3,97 (m, 1H, H-4), 3778 (m, 1H),
3,50-3,73 (m, 28H, PEG6), 342 (t, 2H, J = 6,54 Hz, -OCH,CH,CH,CH,CHSH), 248 (m, 2H,
-OCHZCHZCHQCHQCHQSH), 1,57 (m, 4H, - OCHQCHzCHzCHQCHzSH), 1,40 (m, 2H, -OCHzCHzCﬂzCHzCHzSH); RMN
de *C (100 MHz, CDCI3) & = 103,57, 74,47, 73,60, 71,12, 70,52, 70,48, 70,45, 70,39, 70,26, 70,05, 68,77, 68,54,
61,38, 33,77, 29,02, 24,88, 24,49; FAB EM m/z: 585,5 (M + K+); Anal: Calc. para C23H46012S: C, 50,53; H, 8,48;
Hallado: C 48,99; H 8,51.

Sintesis de lactésido B-enlazado
126F-093

Se afiadié por medio de una canula una solucién de 0,96 g (1,23 mmol) heptaacetato de O-lactosil-tricloroacetimidato
y 426 mg (1 mmol) de PEG6-Pent-SAc en 15 ml de CHCl, anhidro a 500 mg de SM secado a la llama (4A). Después
de agitar durante 30 min a TA, se traté la solucién con 15 pl de TMSOTF. Se inactivo la reaccion en 1 hora por adicion
de unas pocas gotas de EtsN, se filtré a través de Cellte y se evaporo. Se purifico el residuo por FCC para dar 1,05 g
(82 %) del producto como un sélido vidrioso. RMN de "H (400 MHz, CDCls) & = 5,35 (m, 1H, H-4'), 5,11 (dd, 1H, J12 =
7,89 Hz, Jo3 = 10,42 Hz, H-2"), 4,95 (dd, 1H, J34 = 3,44 Hz, J»3 = 10,44 Hz, H-3"), 4,89 (dd, 1H, J = 7,95 Hz, J = 9,56 Hz,
H-4"), 4,55 (d, 1H, J = 7,95 Hz, H-1"), 4,78 (d, 1H, J = 7,85 Hz, H-1"), 4,05-4,17 (m, 3H, H-6"ab, H-2'), 3,75-3,95 (m, 3H,
H-6'ab, H-5), 3,50-3,75 (m, 24H, PEG®6), 3,45 (t, 2H, J = 6,60 Hz, -OCH,CH,CH,CH>CH»SAc), 2,87 (t, 2H, J = 7,30 Hz,
-CH2SAc), 2,32 (s, 3H, SAc), 2,15, 2,12, 2,06, 2,05, 2,04, 2,03, 1,97 (s7 21H, Ac), 1,59 (m, 4H, -
OCH2CH2CH2CH.CH,SAC), 1,40 (m, 2H, -OCH2CH,CH.CH,CH,SAc); RMN de "°C (100 MHz, CDCls) & = 170,34,

170,14, 170,04,169,74, 169,65, 169,05, 101,12, 100,69, 71,12,70,68, 70,58, 70,10, 66,52, 62,02, 60,77, 29,36, 29,12,

29,03, 25,38, 20,69, 20,56, 20,44. FAB EM m/z: 1045,3 (MH+), 1083,4 (M + K+). Anal: Calc. para CssH72025S: C,
51,72; H, 6,94, Hallado: C 51,34; H 6,91.

126F-094

Se traté una solucion de 860 mg (0,82 mmol) de 126F-093 en 20 ml de MeOH con una cantidad catalitica de un 25 %
p/v de NaOMe en MeOH. En 1 hora, se inactivé la reaccion con resina de intercambio de iones Amberlite®-120
fuertemente acida, se flltro se concentrd y se purificé por RP-FCC en una columna C-18 con un 20 % — 40 % de
MeOH en H20. RMN de 'H (100 MHz, D,0) & = 4,40 (d, 1H, J = 792 Hz (BH 1), 4,34 (d, 1H, J = 7,72 Hz, BH-1"),
3,20-4,00 (m, 38H, 24 PEG6, 2 pent, 12 azucar), 2,45 (t, J = 7,01 Hz, CH,SH), 1,51 (m, 4H,
-OCH,CH>CH>CH>CH,SH), 1,33 (m, 2H, -OCH,CH2CH>CH>CH,SH); RMN de "*C (100 MHz, D,0) & = 102,96, 102,91,
102,10, 78,30, 75,32, 74,73, 74,26, 72,77, 72,51, 70,88, 69757, 69,11, 68,69, 68,53, 68,48, 60,97, 60,06, 32,73, 27,97,
24,01, 23,65. FAB EM m/z: 709,4 (MH+), 747,3 (M + K+). Anal: Calc. para Cx9Hs6017S: C, 49,14; H, 7,96, Hallado: C
48,75, H7,77.

Sintesis de antigeno de Thomsen-Friedenreich a- y B-HEXPEG-enlazado

126E-181-HI

xy
%&/ &%MJ\

Se evaporé una solucién de 2,5 g (3,26 mmol) de 126C-219 y 1 g (2,36 mmol) de 126E-179 en CH.Cl, y se coevaporo
con tolueno y se seco el residuo bajo vacio durante una noche. Se disolvié la mezcla seca en una mezcla 3:1 de
CHCI2/THF anhidro (60:20 ml) y se afiadié por medio de una canula a 2 g de SM secado a la llama (4A). Después de
agitar durante 20 minutos, se inyectaron rapidamente 15yl de TMSOTF por medio de una jeringuilla. Después de 30
min, se inactivd la reaccién con Et3N, se filtrd y se evaporé. Se purifico el residuo por FCC con CH,Cl2:MeOH 20:1 para
proporcionar 1,5 g de a-anémero y 400 mg de B-anémero (a: =3,75). Rendimiento total 79 %. Se han probado otras
condiciones de reaccion para lograr una estereoselectividad a/f3 mayor. Se ha notificado que una disminucién de la
temperatura conduce a una selectividad a/B menor. Un incremento en la polaridad dio como resultado una selectividad
a/B mejor. El uso de una mezcla 3:1 de CH2Cl»:THF a temperatura ambiente dio la estereoselectividad mas alta.
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Se aisl6 el a-anémero (126E-181-HI) deseado como un sélido vidrioso. R¢ (10:1 CH2Cl>:MeOH)= 0,8; proporcion 4:1 de
rotameros. Se da la RMN del rotamero principal. RMN de H (400 MHz, CD3sCl) 6 =7,39-7,43 (m, 2H, Ph), 7,20-7,28 (m,
3H, Ph), 5,43 (s, 1H, PhCH), 5,28 (m, 1H, H-4"), 5,17 (dd, 1H, J = 7,88, 10,20 Hz, H-2"), 4,98 (d, 1H, J = 3,71 Hz, H-1"),
4,92 (m, 1H, H-3"), 4,67 (d, 1H, J = 7,88 Hz, H-1"), 4,26 (m, 1H, H-4"), 3,8-4,15 (m, 8H, H-2', H-3', H-6', H-6", H-5', H-
5"), 3,52 (m, 24H, PEG), 3,32 (m, 2H, OCH>CH>CH,CH2CH>SA.), 2,74 (m, 2H, OCH,CH>CH,CH>CH>SAc), 2,19 (s,
3H, SAc), 2,04, 1,94, 1,92, 1,86 gs, 12H, 4xAc), 1,46 (m, 4H, OCH,CH,CH,CH,CH,SAc), T.30 (m, 2H,
OCH2CH,CH>CH>CH,SAc); RMN de 5c (100 MHz, CDsCl) 6 = 195,86, 170,28, 170,23, 170,11, 169,38, 137,73,
128,81, 128,22, 128,08, 126,50, 126,13, 102,41, 100,58, 98,87, 75,81, 71,06, 70,77, 70,55, 70,50, 70,22, 70,07, 69,19,
68,67, 67,51, 66,97, 63,02, 62,39, 61,37, 58,84, 30,61, 29,64, 29,34, 29,09, 28,99, 25,35, 20,69, 20,67, 20,54; FAB EM
m/z: 1031,9 (MH+), 1069,9 (M+K+). Anal: Calc. para CssHe9gN3021S: C, 53,53; H, 6,74; N, 4,07; O, 32,55; S, 3,11
Hallado: C xx.xx; H x.xx.

Se aisl6 el producto secundario 126E-181-LO como un sélido vidrioso. Rt (10:1 CHxCl,:MeOH)= 0,5;
126E-188-HI

o i:\
Lo
° o
0

N

%%/ A

Se trat6 una solucién de 1,5 g de 126E-181-HI en 30 ml de THF + 15ml de AcOH + 5ml de Ac2O con 15 g de polvo de
Zn. A las 4 horas, se filtré la reaccion a través de un lecho de Celite®, se lavo la torta de cinc con EtOAc. Se lavo el
filtrado sucesivamente con agua, NaHCO3; sat. y salmuera. Se secd la capa organica sobre Mg,Sls4, se evaporo y se
sometié a cromatografia ultrarrapida con CH2Cl2:MeOH 20:1 para proporcionar 1,2 g (79 %) de 126E-188-HI como un
sélido vidrioso. Ry (20:1 CH2Clz:MeOH) = 0,2; [a]p = +72,38 (c 1,37 en CHC13); RMN de 'H (400 MHz, CDsCl) & =
7,52-7,57 (m, 2H, Ph), 7,30-7,40 (m, 3H, Ph), 5,96 (d, 1H, J = 9,27 Hz, NH), 5,56 (s, 1H, PhCH), 5,38 (m, 1H, H-4"),
5,20 (dd, 1H, J = 7,88, 10,66 Hz, H-2"), 4,99 (m, 2H, H-1', H-3"), 4,77 (d, 1H, J = 7,88 Hz, H-1"), 4,67 (m, 1H, H-2"),
3,72-4,30 (m, 8H, H-2', H-3', H-6', H-6", H-5', H-5"), 3,65 (m, 24H, PEG), 3,44 (t, 2H, J = 6,49 Hz,
OCH>CH,CH,>CH.CH2SAc), 2,86 (t, 2H, J = 7,42 Hz, OCH,CH,CH,CH,CH»>SAc), 2,32 (s, 3H, NHACc), 2,15 (s, 3H, SAc),
2,057 2,04, 1,98, 1,97 (s, 12H, 4xAc), 1,59 (m, 4H, OCHCH,CH,CH.CH.SAc), 1,42 (m, 2H,
OCH2CH2CH2CH,CH,SAc); RMN de '°C (100 MHz, CDsCl) 8= 170,27, 170,12, 169,53, 169,36, 137,74, 128,71,
128,10, 128,06, 126762, 126,21, 126,06, 101,40, 100,59, 98,57, 75,70, 74,52, 71,05, 70,85, 70,74, 70,54, 70,52,
70,36, 70,06, 69,99, 69,27, 68,81, 67,23, 66,96, 63,13, 61,25, 18,12, 30,60, 29,32, 29,08, 28,98, 25,33, 23,39, 20,68,
20,53. FAB EM m/z: 1048,2 (MH+). Anal: Calc. para C4H73NO2,S: C, 55,00; H, 7,02; N, 1,34; O, 33,58; S, 3,06.
Hallado: C 54,57; H 7,06; N 1,43

Qo

126E-190-HI

L7 b

Se tratd una solucion de 1,2 g (1,14 mmol) de 126E-188-HI en 20 ml de MeOH seco con unas pocas gotas de AcCl
durante 1,5 horas, se inactivd con piridina, se evaporé y se purificé por FCC con 20:1 -> 10:1 de CH2CI2:MeOH para
proporcionar 700 mg (65 %) de 126E-190-HI como un sdlido vidrioso. Rs (10:1 CH2Cl:MeOH)=; [a]p = +47,57 (¢ 0,60

20



10

15

20

25

30

35

ES 2375059 T3

en MeOH); RMN de H (400 MHz, CDsClI) 6= 5,90 (d, 1H, J = 9,74 Hz, NH), 5,37 (m, 1H, H-4"), 5,20 (dd, 1H, J = 7,88,
10,66 Hz, H-2"), 5,00 (m, 1H, H- 3"), 4,86 (d, 1H, J = 3,71 Hz, H-1'), 4,66 (d, J = 8,34 Hz, H-1"), 4,57 (m, 1H, H-2"),
3,76-4,22 (m, 7H, H-3', H-6', H-6", H-5', H-5"), 3,54-3,72 (m, 24H, PEG), 3,45 (t, 2H, J = 6,49 Hz,
OCH2CH,CH2CH,CH2SAc), 2,86 (m, 2H, OCH,CH,CH>CH>CH,SAc), 2,32 (s, 3H, NHAc), 2,16 (s, 3H, SAc), 2,08,
2,06, 1,99, 1,98 (s, 12H, 4xAc), 1,59 (m, 4H, OCH,CH»CH>CH>CH,SAc), 1,42 (m, 2H, OCH,CH,CH>CH>CH,SAc);
RMN de ®*c (100 MHz, CDsCl) 6= 195,90, 170,36, 170,17, 170,06, 169,59, 169,35, 101,63, 98,15, 78,10, 71,04, 70,77,
70,64, 70,56, 70,53, 70,48, 70,44, 70,20, 70,04, 69,97, 69,81, 69,10, 68,58, 67,05, 66,94, 62,51, 61,28, 47,81, 30,59,
29,31, 29,05, 28,96, 25,32, 23,30, 20,64, 20,60, 20,57, 20,50. FAB EM m/z: 961,4 (MH+). Anal: Calc. para
C41HeoNO2,S: C, 51,29; H, 7,24; N, 1,46; Hallado: C 50,47; H 6,91; N 1,55.

126F-004
on©H

OH

NH
HO o)

OH
o (o) SH
8

Se traté una solucién de 500 mg de 126E-190-HI (0,52 mmol) en 20 ml de MeOH seco con 7 gotas de un 25 % p/v de
NaOMe/MeOH y se agité a temperatura ambiente durante una hora. Se inactivé la reaccion con resina de intercambio
de iones Amberlite®-120, se filtré y se evaporo. Se purificd limpiamente con un 20 % de MeOH en CH,Cl, para dar 350
mg (90 %) de 126F- 004 como un sélido vidrioso (después de liofilizacién). Rr (20 % MeOH en CH.Cl;)= 0,20; [a]p =
+24,36 (c 0,24 en MeOH); RMN en 'H (400 MHz, D,0) &= 4,80 (d, 1H, J = 3,71 Hz, H-1'), 4,35 (d, 1H, J = 7,88 Hz,
H-1"), 4,24 (dd, 1H, J = 3,71, 10,66 Hz, H- 2'), 4,12 (m, 1H, H-4"), 3,94 (dd, 1H, J = 2,78, 11,13 Hz, H-3"), 3,48-3,90 (m,
33H, 24H PEG, NH, H-3', H-4', H-5', H- 5", H-6', H-6"), 3,43 (m, 3H, OCH,CH>CH,CH,CH,SH, H-2"); 2,44 (m, 2H,
OCH,CH,CH,CH>CH,SH), 1,91 (s, 3H, NHAc), 1,50 (m, 4H, OCHCH,CH,CH,CH,SH), 1,33 (m, 2H,
OCH,CH,CH2CH,CHSH); RMN de °C (100 MHz, D,0) 8= 174,44, 101,75, 97,42, 97,330, 77,25, 74,92, 72,51, 70,87,
70,71, 70,57, 69,57, 69,11, 68,78, 68,69, 68,59, 68,48, 66,40, 61,16, 60,91, 48,45, 32,75, 27,98, 24,02, 23,66, 22,06,
22,04; FAB EM m/z: 750,3 (MH+), 788,3 (M+K+). Anal: Calc. para C31HsoNO+7S: C, 49,65; H, 7,93; N, 1,87. Hallado: C
49,28; H 7,86; N 1,82.

126F-062
- -
OH OH
OH OH 0
° 0 NH
H on % O\P/\ ]/\/\/\
0) S—1
o 6

L 2

El tiol 126F-004 se dimerizé en almacenamiento en disulfuro 126F-062 que se separo del tiol por FCC con un 20 — 30
% de MeOH en CHxCl,. R = 0,15 (30 % MeOH en CH2Cl; RMN de H (400 MHz, D20) 6= 4,80 (d, J = 3,81 Hz, H-1),
4,34 (d, J = 7,61 Hz, H-1"), 4,24 (m, 1H, H-2'), 4,12 (m, 1H, H-4"), 3,94 (dd, 1H, J34 = 2,93, J23 = 11,12 Hz, H-3"),
3,48-3,90 (m, 33H, 24H PEG, NH, H-3', H-4', H-5', H-5", H-6', H-6"), 3,43 (m, 3H, OCH,CH,CH,CH,CH,SH, H-2"); 2,66
(m, 2H, OCH2CH>CH,CH>CH,SH), 1,91 (s, 3H, NHAc), 1,62 (m, 2H, OCH,;CH,CH,CH,CH,SH), 1,51 (m, 2H,
OCH2CH,CH2CH,CH,SH), 1,34 (m, 2H, OCH>CH,CH>CH,CH,SH); RMN de e (100 MHz, D20) 6= 174,41, 104,71,
97,43, 97,31, 77,33, 77,27, 74,90, 72,51, 70,81, 70,69, 70,56, 69,61, 69,22, 68,78, 68,67, 68,58, 68,48, 66,39, 61,14,
60,89, 48,44, 38,19, 28,23, 24,23, 22,06, 22,04; FAB EM m/z: xxxx.x (MH+). Anal: Calc. para Ce2H116N2034S>: C,
49,72; H, 7,81; N, 1,87; Hallado: C xx.xx; H x.xx; N xx.xx.

21



10

15

20

25

ES 2375059 T3

126F-005

on§H

HO [o
CH e} SH
6

Se desbencilident el compuesto 126F-005 adicionalmente como se describe para 126E-190-HI para dar 126F-004
adicional.

Preparacion de transferencia de fase de nanoparticulas de oro encapsulado de TF (TF-AuNP)

n

Se combiné una solucion de HAuCls (0,015 mmol) en 1 ml de H20 con una solucién bromuro de tetraoctilamonio
(0,035 mmol) en 1 ml de tolueno. Se agité enérgicamente la mezcla bifasica hasta que se transfirié todo el HAuCls a la
capa de tolueno (color naranja). Se separo la capa organica. Se disolvio el borohidruro de sodio (2 mg, 0,053 mmol) en
la solucién recién preparada de 126B-177 (12,8 mg, 0,013 mmol) en 1 ml de MeOH. La proporcién de ligando con
respecto a oro fue de 1,76:1. Se afadié gota a gota la solucion de ligando a la solucion de tolueno de HAuCl4 con
agitacion enérgica. Esto condujo a una formacién inmediata de un precipitado marrén oscuro. Después de agitar
durante 1 hora a temperatura ambiente, se aislaron las nanoparticulas por unas pocas tandas de
decantamon/centnfugamon en metanol. Se sometio la solucion de nanoparticulas en agua a SEC en columna de P-4
BioGel® (limites de exclusion) para retirar las trazas de impurezas de PM bajo. Este procedimiento dio coherentemente
nanoparticulas de pureza alta, a juzgar por la ausenC|a de algun pico agudo en el espectro de RMN. En contraste, la
separacion por filtracion centrifuga en Centnplus YM-30 (MWCO 30.000) siempre condujo a pequefias impurezas de
glicerol que se usa por Millipore, Inc. como humectante de las membranas de filtro. Se separaron las nanoparticulas
liofilizadas como un polvo oscuro que sera facilmente soluble en agua para dar un color purpura intenso (Amax = 522
nm). Las soluciones congeladas diluidas no retuvieron la coloracién purpura pero una vez fundido el color, el espectro
de RMN de las nanoparticulas en D,0O corresponde estrechamente a las posiciones de los grupos funcionales del
ligando (figura 1). IR (polvo) cm™ 3298,64, 2925,48, 2854,13, 1711,51, 1619,91.

Preparacion "acuosa" alternativa de TF-AuNP (Otsuka H, Akiyama Y, Nagasaki Y, Kataoka K, J. Am. Chem. Soc.
123 (34): 8226-8230 29 AG. 2001)

Se afiadié una solucién de un 1 % de HAuCls (1,9 ml, 0,046 mmol en Au3+) a 200 ml de H,O desgasificado. A esta
solucion se le afiadieron 10 mg (0,010 mmol) de TF-S-S-TF (0,020 mmol por tiol). Se afiadi6 gota a gota una solucion
enfriada (0 °C) de 20 mg (0,53 mmol) en 25 ml de H>O a la solucién de reaccién con agitacion rapida. Se agito la
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solucion coloreada resultante durante una hora adicional, se purificé en un dispositivo centrifugo Centriplus® YM-30 de
Millipore y se sec6 por congelacion. Proporcion de reactivos: TFSH: Au = 1:2,3

Preparacion "acuosa" alternativa de TF-HEXPEG-AuNP {Otsuka, Akiyama, et al. 2001 324 /id}

Se tratd lentamente una solucion de 15 mg (0,02 mmol) de 126F-004 en 1,9 ml (1 %) de HAuCls y 200 ml de agua

5 destilada desgasificada (Sigma) a 0 °C con una solucion de 20 mg de NaBH4 en 25 ml agua enfriada con hielo. Se agito
durante una noche la solucidn de color rojo vino resultante, se purifico en un disg)ositivo centrifugo Centriplus® YM-30
de Millipore y se seco por congelacion. Proporcion de reactivos: 126F-004: Au®" = 1:2,3. Véase la tabla I, "National
Cancer Institute”.

Preparacion "acuosa" alternativa de TF-HEXPEG-AuNP por medio de disulfuro {Otsuka, Akiyama, et al. 2001
10 324 /id}

Se afiadié una soluciéon de 16 mg (0,021 mmol por ligando) de 126F-062 en 1,8 ml de un 1 % de HAuCIls a 200 ml de

agua destilada desgasificada enfriada con hielo (Sigma). Después, se traté lentamente la soluciéon con 20 mg/25 ml de

NaBH, enfriado con hielo en agua. Después de 20 min a 0 °C y 30 min a temperatura ambiente, se purificd la solucion

de reaccion de color rojo vino en un dispositivo centrifugo Centriplus® YM-50 de Millipore y se secé por congelacion.
15 Proporcion de reactivos TF-HEXPEG-SH:AU®* = 1:2,3.

Preparacion de TFB-AuNP

126E-17

Se purgd una solucién de 660 mg (0,93 mmol) de 126D-14 {Svarovsky y Barchi 2003 281 /id} en 10 ml de 1,4- dioxano
20 anhidro con argén durante 20 min. A esta solucién desoxigenada se afiadié 1,0 ml (13 mmol, 14 equiv.) de acido
tiolacético doblemente destilado seguido de 200 mg (1,2 mmol) de AIBN. Se dej6é que la reaccion se agitara bajo
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atmésfera de argon a 75 °C durante una noche o hasta que no se pudo detectar ningiin material de partida por TLC.
Después, se inactivo la reaccion con 1 mi ciclohexeno. Se coevapordé la solucion con xilenos bajo presion reducida. La
FCC sobre gel de silice con EtOAc/ hexanos 6:1 proporcion6 655 mg (90 %) de un sdlido vidrioso. R¢ 0,24 (6:1
EtOAc/hexanos); [a]o = +20,02 (c 2,41 en CHCIs); IR (puro) 1749,12, 1686,44, 1655,59, 1557,24; RMN de 'H (400
MHz, CDCl3) 6 = 7,47-7,52 (m, 2H, Ph), 7,27-7,35 (m, 3H, Ph), 5,93 (d, 1H, J=6,64Hz, NH), 5,51 (s, 1H, PhCH), 5,32 (d,
1H, J=3,51Hz, H"-4), 5,17 (dd, 1H, J=8,20, 10,15Hz, H"- 2), 5,07 (d, 1H, J=8,20Hz, H'-1), 4,95 (m, 1H, H"-3), 4,73 (d,
1H, J=7,81Hz, pH"-1), 4,69 (m, 1H, H'-3), 4,26 (1H, J=12,49Hz, H-6a), 4,25 (m, 1H, H'-4), 4,09 (d, 2H, H-6), 4,01 (d, 1H,
J=12,49Hz, H-6b), 3,81-3,90 (m, 2H, -OCH,CH,CH,CH,CH,SAc, H"-5), 3,30-3,45 (m, 3H, -OCH,CH,CH,>CH>CH,SAc,
H'-5, H'-2), 2,73-2,86 (m, 2H, - OCH,CH,CH,CH,CH2SAc), 2,26 (s, 3H, SAc), 2,10 (s, 3H, NHAc), 1,99, 1,98, 1,93, 1,92
gs, 12H, OAc), 1,48-1,60 (m, 4H, -OCH,CH>CH,CH,CH>SAc), 1,32-1,40 (m, 2H, - OCH,CH,CH>CH>CH,SAc); RMN de
3C (100 MHz, CDsCl) & = 196,42, 171,25, 170,49, 170,28, 169,32, 138,05, 128,99, 128,27, 126,40, 101,47, 100,85,
99,11, 76,19, 75,77, 71,24, 71,05, 69,63, 69,52, 69,26, 67,30, 66,63, 61,86, 54,81, 30,84, 29,55, 29,20, 29,01, 25,52,
23,92, 21,03, 20,88, 20,74. FAB EM m/z: 784,1 (MH+). Anal: Calc. para C3sHsgNO+S: C 55,16; H 6,30; N 1,79.
Hallado: C 54,31; H 6,08; N 1,81.

126E-20

Se traté una solucion de 600 mg (0,76 mmol) de 126E-17 en 15 ml del metanol con unas pocas gotas de cloruro de
acetilo y se agito la reaccion a temperatura ambiente durante una hora. Se inactivé la reaccion con 1 ml de piridina y se
concentro. La purificacion del producto bruto por FCC con un 5 % a 10 % de MeOH en CHCl, proporcioné 510 mg (96
%) de 126E-20 como un solido vidrioso. Rr 0,60 (10 % MeOH en CH.Cly); [alp = +9,55 (c 1,69 en CHCI3); IR (puro)
3565,74, 3283,21, 1751,05, 1735,62, 1696,09, 1652,70; RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) & = 6,05 (d, 1H, J=7,03Hz, NH),
5,33 (d, 1H, J=3,12Hz, H"-4), 5,13 (m, 1H, H"-2), 4,98 (dd, 1H, J=3,51, 10,54Hz, H"-3), 4,91 (d, 1H, J=8,59Hz, pH'-1),
4,61 (d; 1H, J=7,81Hz, pH"-1), 4,56 (m, 1H, H'-3), 4,03 (m, 1H, H-4), 3,82 (m, 1H, -OCH,CH,CH,CH,CH,SAc),
4,14-3,70 (m, 5H, H'-6, H"-6, H-5), 3,57 (m, 1H, H-5), 3,42 (m, 1H, -OCH,CH,CH,CH>CH2SAc), 3,24 (m, 1H, H'-2), 2,86
(s, 1H, 4-OH), 2,78 (m, 2H, -OCH,CH,CH,CH,>CH,SAc), 2,58 (s, 1H, 6-OH), 2,27 (s, 3H, SAc), 2,11 (s, 3H, NHAc),
2,02, 2,01, 1,93 (s, 12H, OAc), 1,48-1,58 (m, 4H, -OCH,CH,CH,CH,CH,SAc), 1,30-1,40 (m, 2H,
-OCH,CH,CH2CH,CH,SAc); RMN de *C (100 MHz, CDsCl) & = 196,55, 171,04, 170,74, 170,33, 170,22, 169,61,
101,43, 99,35, 78,66, 73,91, 71,20, 70,86, 69,69, 68,93, 68,43, 67,20, 62,61, 61,78, 54,69, 30,84, 29,50, 29,15, 29,01,
25,44, 23,87, 20,95, 20,82, 20,78, 20,72. FAB EM m/z: 696,1 (MH+). Anal: Calc. para C29H4sNO+6S: C, 50,06; H, 6,52;
N, 2,01; Hallado: C 49,41; H 6,52; N 2,04.
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126E-23
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Se traté una solucion de 300 mg (0,43 mmol) de 126E-20 en 5 ml de MeOH con 5 gotas de un 25 % (p/v) de NaOMe/
MeOH. Se agité la reaccion a ta durante 10 minutos. Se neutralizé cuidadosamente la reaccién con Amberlite®-120
fuertemente acido, y se evaporo bajo presion reducida a 50 °C para dar 200 mg (96 %) de 126E-23 contaminado por
una cantidad pequefia de disulfuro dimérico. Se purificd el producto bruto por RPFC con un 10 % — 40 % (v/v) de
MeOH/H,0O para dar 187 mg (90 %) de 126B-23 puro como polvo blanco. EI compuesto era soluble en agua y
moderadamente soluble en metanol y cloroformo. Rs 0,10 (20 % MeOH-CH.Cly); [a]lp = -6,48 (c 0,50 En MeOH); IR
(puro) 3274,54, 1617,02, 1563,99; RMN de 'H (400 MHz, D,0) & = 4,37 (d, 1H, J = 8,59 Hz, BH-1"), 4,31 (d, 1H, J =
7,42 Hz, BH-1"), 4,04 (d, 1H, J = 2,73 Hz, NH), 3,36-3,90 (m, 14H, H-2", 2xH-6', 2xH-6", H-3', H-3", H-4', H-4", H-5',
H-5", - OCH,CH,CH>CH,CH,SH, H-2'), 2,41 (m, 2H, -OCH,CH>CH,CH>CH>SH), 1,89 (s, 3H, NHAc), 1,39-1,53 (m, 4H,
-OCH2CH,CH2CH,CH,SH), 1,23-1,32 (m, 2H,-OCH2CH,CH>CH2CH,SH); RMN de ">C (100 MHz, CDsCl & =174,82,
105,01, 101,51, 80,18, 80,03, 75,23, 75,08, 74,98, 74,83, 72,71, 72,57, 70,83, 70,53, 70,37, 70,21, 68,84, 68,67, 68,28,
68,15, 61,25, 61,18, 61,09, 51,43, 32,77, 28,20, 24,09, 23,86, 22,53, 22,44. FAB EM m/z: 486,0 (MH+), 508,1
(M+Na+). Anal: Calc. para C19H3sNO+4S: C, 47,00; H, 7,27; N, 2,88; Hallado: C 44,09; H 7,14; N 2,76.

Experimentos en ratones de inmunoterapia in vivo y resultados
Efecto anti-tumor in vivo de JAA-F11

Para investigar el efecto anti-tumor del anticuerpo JAA-F11 in vivo, se us6 el modelo de cancer de mama en ratones
4T1. La linea de tumor 4T1 tiene varias caracteristicas que la hacen un modelo animal experimental adecuado para
cancer mamario humano. En primer lugar, las células de tumor 4T1 son Ag-T, positivas, facilmente trasplantadas a la
glandula mamaria de modo que el tumor primario puede crecer in situ, y las metastasis se desarrollan facilmente. El
tumor primario se puede retirar quirirgicamente, de modo que la enfermedad metastasica se puede estudiar en un
modelo animal, comparable con la situacion clinica en la que el tumor de mama primario se retira quirurgicamente y los
focos metastasicos permanecen intactos (Pulaski et al, 1998, Pulaski et al, 2000, Aslakson et al, 1992).

Mantenimiento y recogida de células de tumor 4T1 in vitro

Se cultivaron células de tumor 4T1 en un matraz de cultivo ventilado de poliestireno de 250 ml con medio RPMI 1640
que contenia L-glutamina 2mM, 1,5 g/I de bicarbonato de sodio, 4,5 g/l de glucosa, HEPES 10mM y piruvato de sodio
1,0 mM (90 %) mas un 10 % de FBS. Se incubaron los matraces de cultivo en un incubador de cultivo de tejidos a 37
°C, conun 5 % de CO2. Se dividieron los cultivos de 2 a 3 veces por semana y no se hicieron crecer in vitro mas de un
mes antes de la implantacion. No se dejé que las células excedieran de un 50 % a un 80 % de confluencia ya que el
crecimiento excesivo disminuira la viabilidad de las células. Cuando se recogieron las células, se desechd el medio de
cultivo. Se afiadieron cinco ml de PBS estéril para lavar el matraz y se desecharon. Se afiadieron cinco ml de solucion
de tripsina (Tripsina-0,25 %, EDTA-0,1 %) para cubrir el lado del matraz y se incubé a 37 °C durante 5 minutos. Se
afadieron veinticinco ml del para recoger las células tripsinizadas del matraz y se transfirieron a un tubo conico de 50
ml.

Se centrifugd el tubo con las células recogidas 10 min a 1000 rpm. Se desechd el sobrenadante y se resuspendio el
sedimento de células en 10 ml de medio. Se usé una jeringuilla de 30 cm? con una aguja de 18 G para separar células
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4T1 en la suspensién de células individuales. Se determind la concentracion de células viables usando un
hemacitémetro. Se diluyeron las células con el mismo medio hasta la concentracion deseada para inyeccion.

Experimentos in vivo

De acuerdo con estudios anteriormente publicados (Pulaski et al, 1998, Pulaski et al, 2000, Aslakson et al, 1992), se
seleccionaron 1*10* células de tumor viables por ratén para asegurar que la incidencia de tumor fuera del 100 % pero
la carga de tumor no sera demasiado grande para el tratamiento de AB.

Inyeccion a ratones con células de tumor 4T1 y Ag-T oro o PBS

Se inocularon por via subcutanea cien microlitros de 10° células viables/ml de suspension de células 4T1 en la
glandula mamaria abdominal derecha de ratones BALB/c hembra de ocho semanas. Tres dias después de implantar
las células de tumor 4T1, se dividieron veinticinco ratones aleatoriamente en dos grupos, y recibieron una
administracion intraperitoneal de Ag-T oro (5 ratones) (5 pg/100 pl/ratén) como tratamiento o bien PBS (20 ratones)
como control dos veces a la semana. En el decimocuarto dia después de implantar el tumor 4T1, se retiraron
quirdrgicamente los tumores de mama primarios.

Medida del resultado del tumor

Se midieron los pesos de los ratones y se compararon las tasas de pérdida del peso entre los ratones tratados y los de
control. Se monitorizaron los sintomas clinicos, tales como falta de acicalamiento, pelaje aspero, respiracion rapida y
con dificultad, y pérdida de movilidad y se registraron y se usaron como indicadores de morbilidad. Se sacrificaron los
ratones cuando el diametro de tumor alcanzé 14 mm o la pérdida de peso alcanzé un 20 % o cuando se produjo una
morbilidad significativa. Se realizaron observaciones diarias tanto por los investigadores como por los cuidadores de
animales. Se registrdé el tiempo de supervivencia y se analizé con la curva de supervivencia de Kaplan-Meier
(MedCalc). Se recogieron los 6rganos de interés (tumor primario, pulmén, higado, bazo, ganglios linfaticos y cerebro)
y se fijaron usando fijador Z. Se conté el nimero de metastasis manifiestamente evidentes en los pulmones. Se analizé
la diferencia en el numero de metastasis por analisis de Chi-cuadrado usando la version 7.2 del programa informatico
MedCalc. Se prepararon secciones de parafina para la tincién inmunohistoquimica para los andlisis histologicos de
presencia de metastasis.

Analisis de resultados

El tiempo de supervivencia medio de los grupos de PBS y Ag-T fue de 57 y 70 dias respectivamente. La diferencia no
fue significativa (p > 0,05) de acuerdo con los resultados la curva de de Kaplan-Meier. Esto se repite con un mayor
numero de animales.

Se recogieron los érganos de interés, tales como tumor primario, pulmoén, higado, cerebro, bazo. Se hallaron lesiones
metastasicas en ganglios linfaticos, costillas, pericardio y pulmones en ratones de ambos grupos. Se clasificaron los
niveles de metastasis en pulmones en cuatro grupos después de contar el numero de lesiones metastasicas
manifiestamente visibles en los pulmones, como se muestra en las figuras. Los ratones con tratamiento de Ag TF
presentaron menos metastasis en los pulmones en comparacion con los de control de PBS. Se examinaron dos grupos
de los pulmones del grupo de ag-T oro que fueron manifiestamente negativos para metastasis de tumor para
determinar micrometastasis por un anatomopatélogo en un estudio ciego con varios pulmones con lesiones
metastasicas. De los dos ratones en el grupo de control de PBS, "no se observé metastasis”, uno presenté nédulos de
tumor histolégicamente evidentes, mientras que el otro no.

Estos resultados indican que las nanoparticulas de oro se recubrieron con un antigeno de carbohidrato asociado a
tumor especifico; uno que esté presente en un 90 % de los carcinomas humanos en el sistema inmunitario durante el
crecimiento y la progresion de tumor. El antigeno TF es una glicoproteina O-enlazada es ideal para estudiar las
interacciones que se pueden producir in vivo cuando una célula de tumor metastatiza. Se investigd una linea celular
modelo de cancer de mama, 4T1, usando las nanoparticulas de oro conjugado con antigeno TF. Sin restringirse por
una teoria particular de funcionamiento, parece que la linea celular 4T1 metastatiza a través de interacciones con el
disacéarido TF que se usé para preparar los conjugados de nanoparticulas de oro. Ademas, parece que el disacérido de
antigeno TF esta implicado en una interaccién carbohidrato-proteina especifica que ayuda en la colonizacion del
pulmén de las células de cancer de mama 4T1. En primer lugar, se implantaron tumores en ratones y después se dejé
que crecieran. El tratamiento con conjugados de nanoparticulas comenzo el tercer dia después de la implantacion.
Cuando se pudieron palpar los tumores primarios, se retiraron quirdrgicamente y se continué tratando a los ratones
con los conjugados de nanoparticulas. Los conjugados de nanoparticulas de oro antigeno TF inhibieron la metastasis
del sito metastasico en los pulmones. Sin restringirse por una teoria particular de funcionamiento, Ab a Ag TF
aparentemente puede incrementar o bien disminuir la tasa de proliferacidon, como pueden las lectinas que se unen a Ag
TF. Aparentemente, la adicion de una particula de oro que contiene antigeno TF puede interferir con un proceso
implicado en la replicacion de la célula de tumor, ademas poder inhibir la adhesiéon. Ademés, los conjugados de
nanoparticulas que contienen oro y antigeno TF también pueden tener utilidad en la elucidacion del mecanismo de
antigeno TF y replicacion.
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REIVINDICACIONES
Un procedimiento de preparacion de conjugados antigeno-nanoparticula, que comprende:
proporcionar una nanoparticula; y

conjugar varios antigenos de carbohidrato con la nanoparticula, en el que los antigenos de carbohidrato incluyen
antigeno TF.

El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que la pluralidad de antigenos de carbohidrato incluye ademas
antigeno T,, antigeno Gb1, antigeno GM;, antigeno GM3, antigeno de Lewis Y, o cualquier combinacién de los
mismos.

El procedimiento de la reivindicacion 1 6 2, en el que se proporcionan varias nanoparticulas, y se conjugan varios
antigenos de carbohidrato con al menos una porcion de las nanoparticulas.

El procedimiento de la reivindicacion 3, en el que se conjugan varios antigenos de carbohidrato con cada una de
las nanoparticulas.

El procedimiento de la reivindicacion 1 6 2, en el que los antigenos de carbohidrato comprenden un grupo de
enlace, y el grupo de enlace se conjuga con la nanoparticula.

El procedimiento de la reivindicacion 1 6 2, en el que la conjugacion incluye el autoensamblaje de los antigenos de
carbohidrato sobre al menos una superficie de la nanoparticula.

El procedimiento de la reivindicacion 1 6 2, en el que la nanoparticula comprende uno o mas grupos de enlace de
nanoparticula, y los antigenos de carbohidrato se conjugan con los grupos de enlace de nanoparticula.

El procedimiento de la reivindicacion 1 6 2, en el que uno o mas grupos espaciadores enlazan los antigenos de
carbohidrato a la nanoparticula.

El procedimiento de la reivindicacion 8, en el que el uno o mas grupos espaciadores incluyen PEG, una cadena de
carbono, una cadena de carbono que incluye azufre, nitrégeno u oxigeno en el esqueleto, incluyendo los polimeros
poliacrilamida, una cadena de péptido compuesta toda de unidades de glicina o alanina, o cualquier combinacion
de las mismas.

El procedimiento de la reivindicacion 1 6 2, que comprende ademas purificar las nanoparticulas.

El procedimiento de la reivindicacion 10, en el que dicha purificacion incluye filtracion, centrifugacion,
electroforesis, cromatografia, cristalizacion, o cualquier combinacion de las mismas.

Un conjugado antigeno-nanoparticula que comprende varios antigenos de carbohidrato conjugados con una
nanoparticula, en el que los antigenos incluyen antigeno TF.

El conjugado antigeno-nanoparticula de la reivindicacion 12, en el que los antigenos incluyen ademas antigeno Tp,
antigeno Gbl, antigeno GM+, antigeno GMj3, antigeno Lewis Y, o cualquier combinacion de los mismos.

El conjugado antigeno-nanoparticula de la reivindicacion 12 6 13, en el que varios antigenos de carbohidrato son
idénticos entre si.

El conjugado antigeno-nanoparticula de la reivindicacion 12 6 13, en el que al menos una porcion de los antigenos
de carbohidrato se presenta en el sistema inmunitario en carcinomas humanos durante el crecimiento y la
progresion de tumor.

El conjugado antigeno-nanoparticula de la reivindicacién 12 6 13, en el que los antigenos de carbohidrato pueden
inducir expresion en la superficie de galectina-3 en células endoteliales.

El conjugado antigeno-nanoparticula de la reivindicaciéon 12 6 13, en el que al menos uno de varios antigenos de
carbohidrato asociados a tumor se conjuga con un grupo espaciador, y el grupo espaciador se conjuga con la
nanoparticula.

El conjugado antigeno-nanoparticula de la reivindicacion 12 6 13, en el que el grupo espaciador incluye PEG, una
cadena de carbono, una cadena de carbono que incluye azufre, nitrégeno u oxigeno en el esqueleto, un polimero,
un péptido, o cualquier combinacion de los mismos.

El conjugado antigeno-nanoparticula de la reivindicaciéon 12 6 13, en le que uno o mas antigenos de carbohidrato
se conjugan con uno 0 mas grupos de enlace, en los que los grupos de enlace se conjugan con la nanoparticula.

El conjugado antigeno-nanoparticula de la reivindicacién 12 6 13, en el que uno o mas antigenos de carbohidrato
27
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que se conjugan con uno 0 mas grupos espaciadores, los grupos espaciadores se conjugan con uno 0 mas grupos
de enlace, y el uno o mas grupos de enlace se conjugan con la nanoparticula.

El procedimiento de la reivindicacion 4 o el conjugado antigeno-nanoparticula de la reivindicaciéon 19 6 20, en el
que los grupos de enlace incluyen al menos un atomo de azufre, grupo carboxilado, grupo amida, grupo
carbamato, grupo carbonato, grupo tiocarbamato, grupo tiocarbonato, grupo tioéter, grupo succinimida, grupo
n-hidroxi succinimida, o cualquier combinacion de los mismos.

El conjugado antigeno-nanoparticula de la reivindicacion 12 6 13, en el que cada uno de los antigenos de
carbohidrato se enlazan covalentemente a uno o mas atomos de azufre.

El conjugado antigeno-nanoparticula de la reivindicacion 12 6 13, en el que los antigenos de carbohidrato se
enlazan cada uno, individualmente, a uno o mas atomos de azufre.

El conjugado antigeno-nanoparticula de la reivindicacion 12 6 13, en el que cada uno de los antigenos de
carbohidrato incluyen uno o mas aminoacidos.

El conjugado antigeno-nanoparticula de la reivindicacion 22, en el que al menos dos atomos de azufre se enlazan
covalentemente entre si.

El conjugado antigeno-nanoparticula de la reivindicacion 22, en el que al menos uno de los atomos de azufre se
une a la nanoparticula.

El conjugado antigeno-nanoparticula de la reivindicacion 26, en el que los enlaces entre los atomos de azufre y la
nanoparticula incluyen enlaces covalentes, enlaces de hidrogeno, enlaces ionicos, enlaces de van der Waals, o
cualquier combinacién de los mismos.

El conjugado antigeno-nanoparticula de la reivindicacién 12 6 13, en el que los antigenos de carbohidrato incluyen
un disacarido.

El conjugado antigeno-nanoparticula de la reivindicacion 28, en el que el disacéarido comprende al menos un grupo
de amino azucar.

El conjugado antigeno-nanoparticula de la reivindicacion 12 6 13, en el que al menos uno de varios antigenos de
carbohidrato es un indicador de pronéstico para cancer, un marcador de células de carcinoma metastatizadas, una
molécula de adhesion implicada en metastasis, o cualquier combinacién de los mismos.

El conjugado antigeno-nanoparticula de la reivindicacién 12 6 13, en el que la nanoparticula incluye atomos de oro,
atomos de plata, atomos de platino, atomos de rodio, atomos de paladio, o cualquier combinacién de los mismos.

El conjugado antigeno-nanoparticula de la reivindicacion 31, en el que la nanoparticula deriva de oro coloidal.

El conjugado antigeno-nanoparticula de la reivindicacién 12 6 13, en el que el conjugado antigeno-nanoparticula
tiene un peso molecular en el intervalo de desde aproximadamente 1.000 Dalton a aproximadamente 1 millén de
Dalton.

El conjugado antigeno-nanoparticula de la reivindicacion 12 6 13, en el que el nimero de antigenos de
carbohidrato conjugados con la nanoparticula esta en el intervalo de desde aproximadamente 2 hasta
aproximadamente 1000.

El conjugado antigeno-nanoparticula de la reivindicacion 12 6 13, en el que la nanoparticula tiene de
aproximadamente 50 a aproximadamente 10.000 atomos.

El conjugado antigeno-nanoparticula de la reivindicacion 12 6 13, en el que la nanoparticula tiene una dimension
en el intervalo de desde aproximadamente 0,5 nm hasta aproximadamente 100 nm.

El conjugado antigeno-nanoparticula de la reivindicacién 36, en el que la nanoparticula tiene una dimension en el
intervalo de desde aproximadamente 1 nm a aproximadamente 10 nm.

El conjugado antigeno-nanoparticula de la reivindicacion 36, en el que la nanoparticula tiene una forma esferoidal,
y el diametro de la nanoparticula esta en el intervalo de desde aproximadamente 1 nm hasta aproximadamente 10
nm.

El conjugado antigeno-nanoparticula de la reivindicacion 36, en el que la nanoparticula tiene una forma
icosahédrica, cubica, rombica, hexagonal, o de fullereno.

El conjugado antigeno-nanoparticula de una cualquiera de las reivindicaciones 12-39, para su uso en tratamiento.

Uso del conjugado antigeno-nanoparticula de una cualquiera de las reivindicaciones 12-39, para la fabricacion de
28
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un medicamento para inhibir la metastasis de células de carcinoma en un mamifero.

El procedimiento de la reivindicacion 41, en el que el mamifero es un ser humano.

El uso de la reivindicacion 42, en el que al humano se le diagnostica cancer.

El uso de la reivindicacion 43, en el que el cancer es cancer de mama.

El uso de la reivindicacion 44, en el que se inhibe la metastasis de células de pulmon.

El uso de la reivindicacion 41, que comprende ademas retirar células de tumor de dicho mamifero.

El uso de la reivindicacion 46, en el que las células de tumor se retiran de dicho mamifero antes de administrar la
cantidad terapéuticamente efectiva de los conjugados antigeno-nanoparticula.

El uso de la reivindicacion 41, en el que los antigenos de carbohidrato se presentan en el sistema inmunitario en
carcinomas humanos durante el crecimiento y la progresion del tumor.

El uso de la reivindicacion 41, en el que los antigenos de carbohidrato pueden inducir expresion en la superficie de
galectina-3 en células endoteliales.

El uso de la reivindicacion 41, en el que los antigenos de carbohidrato se conjugan con una superficie exterior de
dicha nanoparticula.

El uso de la reivindicacion 41, en el que al menos uno de los antigenos de carbohidrato asociados a tumor se
conjuga, individualmente, con al menos un grupo espaciador, y el al menos un grupo espaciador se conjuga con la
nanoparticula.

El uso de la reivindicacién de 51, en el que el grupo espaciador incluye PEG, una cadena de carbono, una cadena
de carbono que incluye azufre, nitrégeno u oxigeno en el esqueleto, un polimero, un péptido, o cualquier
combinacién de los mismos.

El uso de la reivindicacién 41, en el que uno o més antigenos de carbohidrato se conjuga con un grupo de enlace.

El uso de la reivindicacion 41, en el que uno o mas antigenos de carbohidrato se conjuga, individualmente con un
grupo espaciador, y uno 0 mas grupos espaciadores se conjuga a un grupo de enlace.

El uso de la reivindicacion 54, en el que el grupo de enlace incluye al menos un atomo de azufre, grupo carboxilado,
grupo amida, grupo carbamato, grupo carbonato, grupo tiocarbamato, grupo tiocarbonato, grupo tioéter, grupo
succinimida, grupo n-hidroxi succinimida, o cualquier combinacién de los mismos.

El uso de la reivindicacion 41, en el que cada uno de los antigenos de carbohidrato se enlaza covalentemente a
uno o mas atomos de azufre.

El uso de la reivindicacion 56, en el que al menos dos de los atomos de azufre se unen entre si.

El uso de la reivindicacién 56, en el que los antigenos de carbohidrato se enlazan cada uno, individualmente, a uno
0 mas atomos de azufre.

El uso de la reivindicacién 56, en el que al menos uno de los atomos de azufre se une a al menos una de varias
nanoparticulas usando NaBHy.

El uso de la reivindicacion 59, en el que los enlaces entre los atomos de azufre y la nanoparticula se caracterizan
porque son enlaces covalentes, enlaces ionicos, enlaces de hidrégeno, enlaces de van der Waals, o cualquier
combinacién de los mismos.

El uso de la reivindicacion 41, en el que los antigenos de carbohidrato es un indicador de prondstico, un marcador
de células de carcinoma metastatizadas, una molécula de adhesion implicada en metastasis, o cualquier
combinacion de los mismos.

El uso de la reivindicacion 41, en el que al menos una de varias nanoparticulas incluye atomos de oro, atomos de
plata, atomos de platino, atomos de rodio, atomos de paladio, o cualquier combinacién de los mismos.

El uso de la reivindicacion 62, en el que las nanoparticulas incluyen particulas de oro coloidal.

El procedimiento de la reivindicacién 1 6 2, en el que los pesos moleculares de al menos una porcién de los
conjugados antigeno-nanoparticula estd en el intervalo de desde aproximadamente 1.000 Dalton a
aproximadamente 1 millén de Dalton.
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El procedimiento de la reivindicacion 64, en el que los pesos moleculares de al menos una porcion de los
conjugados antigeno-nanoparticula esta en el intervalo de desde aproximadamente 10.000 Dalton a
aproximadamente 500.000 Dalton.

El uso de la reivindicacién 41, en el que al menos una porcion de los conjugados antigeno-nanoparticula
comprende, individualmente, de desde 2 hasta aproximadamente 1000 antigenos de carbohidrato.

El uso de la reivindicacion 41, en el que al menos una porcién de las nanoparticulas comprende de desde
aproximadamente 50 hasta aproximadamente 10.000 atomos.

El uso de la reivindicacion 44, en el que al menos una porciéon de las nanoparticulas tiene una dimension en el
intervalo de desde aproximadamente 0,5 nm hasta aproximadamente 100 nm.

El uso de la reivindicacion 68, en el que al menos una porcién de las nanoparticulas tiene una dimension en el
intervalo de desde aproximadamente 1 nm hasta aproximadamente 10 nm.

El uso de la reivindicaciéon 68, en el que al menos una porcién de las nanoparticulas comprende una forma
esferoide, y la dimension es el diametro de la nanoparticula.
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FIGURA: 11

LA FUNCIONALIDAD /N VITRO ESTA INTACTA

El ensayo de cromatografia de afinidad con lectina muestra estereoespecificidad de
interaccion ag-T oro - aglutinina del cacahuete
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FIGURA: 12

LA BIOFUNCIONALIDAD /N VITRO ESTA INTACTA

Ensayos de aglutinaciéon de rodamina-lectina

PISUM SATIVUM (PSA) frente a AGLUTININA DEL CACAHUETE (PNA)

Rodamina-PSA + {“Li
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FIGURA: 17

Supervivencia(AG-T y PBS)

Proporcién de supervivencia
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Dias después de implantar
tumor de mama 4T1
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