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DESCRIPCION

Polimeros que comprenden una mayoria de monémeros anfifilos destinados a la captura y a la manipulaciéon de
proteinas membranaria.

Campo de la invencion

La invencién se refiere a unos polimeros anfifilos Gtiles para la manipulacién de compuestos hidr6fobos en solucion
acuosa, a los complejos hidrosolubles formados entre unos compuestos hidr6fobos, en particular unas proteinas
membranarias, y estos polimeros, a unos procedimientos de preparacion de estos complejos, y a las aplicaciones de
estos complejos, en particular a los métodos de diagnéstico o de andlisis.

Técnica anterior

Las proteinas membranarias integrales, una clase particular de proteinas, son insertadas in vivo en las membranas
bioldgicas, las cuales atraviesan la doble capa lipidica. La superficie de estas proteinas que entran naturalmente en
contacto con las membranas (zona transmembranaria) es particularmente hidréfoba, siendo las superficies extra-
membranarias principalmente hidréfilas. Las proteinas membranarias aseguran unas funciones biologicas
esenciales, en particular en lo que se refiere a los intercambios de informacion o de moléculas entre los diversos
compartimentos celulares y entre la célula y su entorno.

En este sentido, las proteinas membranarias presentan un gran interés en el campo médico. Representan, por
ejemplo, unas dianas privilegiadas para las moléculas medicamentosas. Estan también implicadas en numerosas
enfermedades humanas, de las cuales algunas (por ejemplo la esclerosis miltiple o la myasthenia gravis) tienen un
componente autoinmune manifestado por la presencia en el suero de autoanticuerpos dirigidos contra unas
proteinas membranarias.

La manipulacion en solucion acuosa de las proteinas membranarias es por lo general un requisito previo
indispensable para su purificacion y para su estudio estructural y funcional. Necesita evitar la agregacion espontanea
de los campos hidréfobos y, para ello, mantener alrededor de las zonas transmembranarias un entorno anfifilo.

Las preparaciones habituales de unas proteinas de este tipo en estado hidrosoluble contienen unas concentraciones
supramicelares de tensioactivos particulares, los detergentes. El éxito del procedimiento se basa en la adsorcion
sobre las regiones proteicas transmembranarias de estos compuestos anfifilos y dispersantes. La manipulaciéon de
los complejos asi formados es, no obstante, mucho méas delicada que la de las proteinas solubles, debido
precisamente a la presencia de detergente. Este debe estar presente a una concentracion superior a su
concentracion micelar critica (cmc) en todas las soluciones que contienen la proteina estudiada. Ademas de los
eventuales problemas de coste planteados por el consumo de detergente, los experimentos son con frecuencia
delicados debido a que las proteinas membranarias son generalmente inestables en solucion detergente. Asi, en
presencia de un exceso de micelas, tienen tendencia a desnaturalizarse irreversiblemente, mientras que un defecto
de tensioactivo conduce en general a su precipitacion.

Esta situacion ha llevado a buscar unas alternativas a la utilizacion de los detergentes, entre las cuales se citaran
por ejemplo las bicelas, que son unos pequefios discos lipidicos estabilizados por unos tensioactivos, los
nanodiscos, cuya estructura es similar pero en la que el tensioactivo es una proteina, los peptitergentes, que son
unos péptidos anfifilos, los lipopéptidos, también peptidicos pero portadores de cadenas hidrocarbonadas, los
tensioactivos fluorados o semifluorados, los "amphipols”, a cuya familia pertenecen las moléculas que son objeto de
la presente solicitud de patente. Los amphipols son unos polimeros anfifilos especialmente concebidos para subsistir
a los detergentes en la superficie transmembranaria de las proteinas membranarias (Tribet et al., WO 1998/027434).
Esta patente describe el uso de copolimeros anfifilos para el mantenimiento de las proteinas membranarias en
medio acuoso.

La mayoria de los amphipols o supuestas moléculas, tales como se describen en la actualidad, son unos polimeros
iGnicos, en particular aniénicos, lo cual impide su uso en diversos sistemas analiticos (isoelectrofocalizacion) o de
separacion (cromatografia sobre columna intercambiadora de iones), y no es un factor favorable para la
cristalizacion de las proteinas membranarias asi estabilizadas. Por lo tanto, existe una necesidad de unos polimeros
anfifilos que tengan las ventajas de los amphipols existentes para la manipulacion de las proteinas membranarias y
que serian no i6Gnicos.

Unos amphipols no idnicos se han descrito en Prata et al. y Sharma et al. En Prata et al., los amphipols son unos
copolimeros que comprenden dos tipos de monémeros (véase la figura 2 de este documento), uno hidrdéfilo (2 OH 'y
1 azducar o 3 OH) y el otro anfifilo (2 OH y una cadena grasa). En este documento, la relacién molar entre los
monomeros hidrdéfilos y los mondémeros anfifilos se ha mantenido entre 3,0 y 6,7, lo cual corresponde al 75-87% de
monomeros hidrofilos y al 13-25% de mondmeros anfifilos, que son por lo tanto minoritarios.

En Sharma et al., los amphipols son unos copolimeros que comprenden dos tipos de mondmeros (véase el esquema
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1 de este documento), uno hidréfilo (2 OH y 1 azlcar) y el otro anfifilo (1 OH, 1 azlUcar y una cadena grasa). En este
documento, la relacién molar entre los monodmeros hidréfilos A y los mondmeros anfifilos B se ha mantenido entre 3
y 5, lo cual corresponde al 75-83% de monomeros hidréfilos Ay el 17-25% de mondmeros anfifilos B, que son por lo
tanto minoritarios. Esto se explica por el hecho de que los autores han observado que el amphipol que comprende el
porcentaje mas alto (25%) de mondémeros anfifilos ya tenia una solubilidad acuosa reducida.

La solicitud WO 2008/058963 describe la inmovilizacién de proteinas membranarias sobre unos soportes con la
ayuda de amphipols que son unos copolimeros que comprenden diferentes tipos de monémeros (hidréfilos, anfifilos
o hidréfobos), en los que la relacion del porcentaje total de monémeros hidréfobos o anfifilos con el porcentaje total
de mondmeros hidréfilos estd comprendida entre 0,25 y 2,5 (véase la reivindicacion 3 del documento
WO 2008/058963). El amphipol ejemplificado es un copolimero i6nico que comprende unos monémeros hidrofilos y
unos monémeros hidréfobos (véase la figura 1A de este documento). Ademas, los grupos definidos como anfifilos en
esta solicitud comprenden unas funciones hidrdfilas e hidréfobas mezcladas dentro de un mismo "injerto"”, y no unos
grupos hidrdfilos y unos grupos hidréfobos distintos, injertados por separado en la cadena lateral.

Asi, todos los amphipols o supuestas moléculas, tales como se describen en la actualidad, son unos copolimeros
que comprenden unas unidades de propiedades diferentes, unas hidréfilas, otras hidréfobas y/o anfifilas, siendo los
monomeros anfifilos minoritarios cuando estan presentes.

Ademas, los resultados presentados en Sharma et al. sugieren que es necesario incluir unos monémeros hidréfilos
ademas de los mondmeros anfifilos, con el fin de conservar una solubilidad acuosa suficiente de los amphipols.

Sin embargo, la estructura copolimérica de todas las moléculas descritas en la actualidad adolece de un
inconveniente importante: hace dificil reproducir exactamente la misma estructura quimica de un lote a otro. En
efecto, la sintesis necesita o bien una copolimerizacién radicalaria, o bien una funcionalizacion aleatoria de un
precursor de tipo homopolimero, dos tipos de reacciones no selectivas por esencia. Existe por lo tanto una
necesidad de polimeros anfifilos que presenten las mismas ventajas para la manipulacion de compuestos
hidrofobos, y de las proteinas membranarias en particular, que las de la técnica anterior, y cuya preparacion sea
mucho mas reproducible de un lote a otro.

Descripcion de la invencion

Al contrario de lo que se sugiere en Sharma et al. (4), los inventores han demostrado de manera sorprendente que
unos homopolimeros anfifilos (homoAPols) constituidos por mondémeros anfifilos, o unos copolimeros que
comprenden una gran mayoria de unos monémeros anfifilos de este tipo ("casi-homopolimeros") pueden tener una
solubilidad en agua suficiente para permitir la manipulacion de las proteinas membranarias asi como los amphipols
copoliméricos conocidos en la técnica anterior. Ademas, estos homopolimeros o casi-homopolimeros pueden ser
fabricados de manera muy reproducible y por lo tanto no adolecen de los inconvenientes de los amphipols
copoliméricos conocidos de la técnica anterior.

La presente solicitud se refiere por lo tanto a un polimero anfifilo que comprende por lo menos un 75%, por lo menos
un 80%, ventajosamente por lo menos un 85%, por lo menos un 90%, por lo menos un 95%, por lo menos un 96%,
por lo menos un 97%, por lo menos un 98%, por lo menos un 99%, incluso el 100% de mondmeros anfifilos de
formula (1):

H,C=CR,
0
RN X-R,
X-R,
¥-R

U]
en la que
R:1 y Rz se seleccionan independientemente de entre H o un grupo alquilo de C1-Cs (preferentemente un metilo);
X e Y se seleccionan independientemente de entre un atomo de oxigeno, un atomo de azufre, un grupo
carboniloxi (-(CO)O-) u oxicarbonilo (-O(CO)-), un grupo uretano (-OCONH-), y un grupo amida de férmula
(-CONRg-) 0 (-NRgCO-) en las que Rg es un atomo de hidrogeno o un alquilo de C;-Cs (preferentemente un
metilo o un etilo);

R3 y R4 se seleccionan independientemente de entre:

a) los grupos glicosidicos,
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b) los residuos zwiterionicos,

c) los grupos poli(oxialquileno) de formula -(O(CH2)x)y-OH, en la que x estd comprendido entre 1 y 6
(ventajosamente x vale 2) e y esta comprendido entre 4 y 30, ventajosamente entre 4y 20 o entre 4y 10,

d) los grupos alquilamidas de férmula -(CH2),CONR7Rs 0 -(CH2)nNR7;CORgs en las que n esta comprendido entre
1y 4, Ry y Rg se seleccionan independientemente de entre un atomo de hidrégeno (-H), un grupo alquilo de
C1-Ce, (preferentemente un metilo) un grupo glicosidico, un residuo zwiteriénico o un grupo poli(oxialquileno)
de férmula -(O(CHy),)y-OH, en la que x esta comprendido entre 1 y 6 (ventajosamente x vale 2) e y esta
comprendido entre 4 y 30, ventajosamente entre 4 y 20 o entre 4 y 10,

Rs es na cadena hidrocarbonada ciclica (R5 puede contener uno o dos ciclos saturados o no, en particular de
tipo ciclohexano, ciclopentano o aromético) o aciclica (lineal o ramificada), saturada o insaturada (una o varias
insaturaciones) que comprende de 5 a 16 atomos de carbono, o una cadena semifluorocarbonada de férmula
CiF2+1(CH2)m estando t comprendido entre 2 y 10 y m comprendido entre 2 y 10.

estando la masa molar media del polimero comprendida entre 800 y 100000, lo cual corresponde a un ndmero
de mondédmeros comprendidos entre 1 y 120, ventajosamente inferior o igual a 50000, preferentemente entre 8000
y 50000. La masa molar media se da en peso.

Se entiende por "alquilo de Cx-Cy" un radical hidrocarbonado saturado lineal o ramificado de férmula -CjHyj+1, en la
que x < j <y. En particular, un alquilo de C1-Cs puede ser un alquilo de C; (metilo), C, (etilo), Cs (n-propilo o
isopropilo), C4 (n-butilo, isobutilo, sec-butilo o terc-butilo), Cs (por ejemplo: n-pentilo, neopentilo, isopentilo, terc-
pentilo) o Ce (n-hexilo por ejemplo).

Cuando el polimero segun la invencibn comprende otros mondémeros distintos de los de formula (I), estos
monomeros son unos mondmeros de motivo acrilico o vinilico con una cadena lateral sustituida por un grupo
hidrofilo o hidréfobo. En particular, los grupos hidréfilos o hidr6fobos de las cadenas laterales se pueden seleccionar
de entre los definidos en las reivindicaciones 3 y 4 de la publicacion PCT WO 2008/058963, siendo el contenido de
estas reivindicaciones incorporado a modo de referencia.

Ventajosamente, R1 y Rz se seleccionan independientemente de entre H o un grupo metilo. Mas ventajosamente, Ry
y/o Rz son un atomo de hidrégeno.

Ventajosamente también, X es un &tomo de oxigeno.
Ventajosamente también, Y es un grupo uretano (-OCONH-).

Por "grupo glicosidico” se entiende cualquier grupo que comprende un azlcar. Los grupos glicosidicos ventajosos
para Rs y/o R4 son en particular:

- los mono- o di-sacaridos, o
- los mono- o di-sacaridos aminados.

Por "monosacérido” u "osa" se entiende un mondmero de glicido no hidrolizable. Ventajosamente, el monosacarido
se selecciona de entre las hexosas (osas de 6 atomos de carbono), en particular entre la glucosa, manosa,
galactosa, alosa, altrosa, idosa, o0 maltosa.

Por "disacérido" o "diholésido" se entiende un azlcar formado por dos osas unidas por un enlace osidico hidrolizable
por via quimica (uso de acidos concentrados en caliente) o por via enzimatica. Ventajosamente, el disacarido se
selecciona de entre las dihexosas, formadas por dos hexosas, tales como la lactosa (Galactosa 3(1—4) Glucosa), la
celobiosa (Glucosa 3(1—4) Glucosa) o la maltosa (Glucosa a(1—4) Glucosa).

Por "polisacarido” se entiende un azlcar constituido por un polimero lineal o ramificado compuesto por lo menos por
2 monémeros seleccionados de entre los monosacaridos tales como se han definido anteriormente y que pueden
alcanzar 20 unidades, tales como algunas amilosas. El término polisacarido incluye por lo tanto los disacéaridos (o
diosas), los trisacaridos (o triosas), etc. hasta 20 unidades de monosacéridos. Preferentemente, las unidades
monosacéridos son unas unidades hexosas tales como las definidas anteriormente.

Por "mono-, di- o polisacérido aminado" se entiende cualquier monosacarido, disacarido o polisacérido tal como se
han definido anteriormente, de los que una o varias funciones alcohol (-OH) han sido sustituidas por una amina
(-NH>). Se pueden citar en particular como ejemplos de monosacéaridos aminados la glucosamina, la galactosamina,
la fructosamina, o la manosamina, y como ejemplo de di-sacarido aminado el aminolactitol.

Los mono- o di-sacéridos, particularmente se prefieren, en particular las mono- o di-hexosas de tipo glucosa,
manosa, galactosa, lactosa, alosa, altrosa, idosa, lactosa, maltosa o celobiosa; siendo particularmente preferidas la
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glucosa, la manosa y la galactosa, sobre todo la glucosa.

Estos grupos glicosidicos son injertados, en particular cuando X es un atomo de oxigeno, o bien por el oxigeno del
carbono anomeérico (O glicosilacion), o bien por el del hidroxilo primario (enlace éster), o bien por la funcién amina
(enlace amida), o bien finalmente por el grupo azida del cual se habra previamente dotado el carbono anomérico en
sustitucién del grupo hidroxilo. En este Gltimo caso, los azlcares se introducen por medio de la reaccion de Huygens
en un motivo propargilo previamente injertada en la funcién X que, en este caso, serd un atomo de oxigeno.
Ventajosamente, el grupo glicosidico es injertado por el oxigeno del carbono anomérico (O glicosilacion).

Por "residuo zwiteridnico" se entiende un grupo que posee unas cargas eléctricas formales de una unidad, de signos
opuestos y situadas en general sobre unos atomos no adyacentes. Estos compuestos poseen al mismo tiempo unas
cargas positivas y negativas, son muy solubles en agua, que es un disolvente polar. Los residuos zwiteridnicos
ventajosos proceden, por ejemplo, de betainas simples (en particular de
tipO -N+(CH3)2C(CH2)iC02_, -N+(CH3)2C(CH2)i303_, N+(CH3)2C(CH2)iOSO’3._ estando i comprendido entre 1 y 10), o de
motivos aminodacidos, en particular tales como la lisina, la ornitina, el acido aspartico o glutdmico dotados de un
grupo acrilico polimerizable tales como CH;=CHCONH-(CH.);- estando j comprendido entre 2 y 5.

En un modo de realizacion ventajoso, Rz y/o R4 son un grupo glicosidico, preferentemente un monosacarido o
disacarido o un mono- o di-sacarido aminado, ventajosamente un mono- o di-sacérido. Preferentemente, el mono- o
di-sacérido es una mono- o di-hexosa, en particular de tipo glucosa, manosa, galactosa, lactosa, alosa, altrosa,
idosa, lactosa, maltosa o celobiosa, ventajosamente una glucosa, una manosa o0 una galactosa, mas
preferentemente una glucosa.

Ventajosamente, Rs es una cadena hidrocarbonada ciclica (R5 puede contener uno o dos ciclos saturados o no, en
particular de tipo ciclohexano o ciclopentano) o aciclica (lineal o ramificada), saturada o insaturada (una o varias
insaturaciones), ventajosamente lineal y/o saturada, que comprende de 5 a 16 atomos de carbono. Preferentemente,
Rs es un grupo alquilo de Cs-Cy6, preferentemente de Cg-Ci2, en particular de Caii, ventajosamente lineal.

Mas precisamente, un polimero ventajoso segun la invencion comprende por lo menos un 75%, preferentemente por
lo menos un 80%, ventajosamente por lo menos un 85%, por lo menos un 90%, por lo menos un 95%, por lo menos
96%, por lo menos un 97%, por lo menos un 98%, por lo menos un 99%, incluso el 100%, de mondmeros anfifilos de
formula (I1):

H,C=CR,
=0
R,N OR,
O-R,
0 —R5

en la que
R:1 y R2 se seleccionan independientemente de entre H o un grupo alquilo de C;-Cg (preferentemente metilo),
R3 y R4 son unos grupos glicosidicos tales como los definidos anteriormente,
Rs es una cadena hidrocarbonada ciclica (R5 puede contener uno o dos ciclos saturados o no, en particular de
tipo ciclohexano, o ciclopentano o aromatico) o aciclica (lineal o ramificada), saturada o insaturada (una o varias
insaturaciones) que comprende de 5 a 16 4&tomos de carbonos tal como se han definido anteriormente.
Ventajosamente, Rs; y Ra, idénticos o diferentes, preferentemente idénticos, son unos mono- o di-sacaridos,
preferentemente unas mono- o di-hexosas, en particular de tipo glucosa, manosa, galactosa, lactosa, alosa, altrosa,
idosa, lactosa, maltosa, o celobiosa, preferentemente una glucosa, una manosa o una galactosa, ventajosamente Rs
y R4 son unas glucosas.
Ventajosamente, Rs es un alquilo de Cs-Cis, preferentemente de Cs-Ciz, en particular de Ci1, preferentemente lineal.

En un modo de realizacion ventajoso:

- Rsy R4 sonidénticos y representan una glucosa, una manosa o una galactosa, preferentemente una glucosa,
y

- Rses un alquilo de Cs-Css, preferentemente de Cs-Ci2, €n particular de Cy, ventajosamente lineal.
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Un polimero particularmente ventajoso segun la invencion comprende por lo menos un 75%, preferentemente por lo
menos un 80%, ventajosamente por lo menos un 85%, por lo menos un 90%, por lo menos un 95%, por lo menos un
96%, por lo menos un 97%, por lo menos un 98%, por lo menos un 99%, incluso el 100% de mondmeros anfifilos de
férmula (111):

(1

Los mondémeros de férmula (1), (II) o (Ill) tal como se ha descrito anteriormente, son unos monémeros de motivo
acrilico o vinilico que comprenden una cadena grasa hidroéfoba y dos grupos hidréfilos (grupos glicosidicos o
residuos zwiteridnicos). Son sintetizables por unas reacciones quimicas bien conocidas por los especialistas, tales
como unas reacciones de glicosilacion, de amidificacion o por el uso de isocianato. La sintesis del monémero de
férmula (lll) se describe en detalle en los ejemplos. Una via de sintesis muy comparable se puede utilizar para
injertar unas galactosas o manosas en el lugar de las glucosas, y/o para injertar otro tipo de cadena grasa, en
particular cualquier otra cadena alquilo.

El polimero segun la invencion comprende principalmente unos monoémeros anfifilos. En un modo de realizacion
ventajoso, el polimero segun la invencion es un homopolimero que comprende el 100% de monémeros de formula
(I, (1 o (1) tal como se ha definido anteriormente, que forman una cadena homogénea, eventualmente enlazada en
la cabeza de la cadena a otro grupo.

En efecto, se pueden preparar los polimeros segun la invencién por polimerizacion iniciada por unos iniciadores
radicalarios tales como AIBN o el peroxido de benzoilo, en unos disolventes anhidros llevados a un minimo de 60°C
tales como el THF, el acetonitrilo o también el metanol, siendo el disolvente preferido el THF. Ventajosamente, el
tamafio del polimero durante su sintesis es controlado por adicion de agente de transferencia de cadena de tipo tiol,
controlando el tamafio del polimero la relacion de las concentraciones de este ultimo y del monémero. La segunda
ventaja de la presencia de este agente de transferencia es permitir la introduccion en el extremo de cadena de un
grupo especifico susceptible de ser utilizado por sus propiedades particulares. Asi, en este caso, el polimero segin
la invencién comprende un grupo especifico en la cabeza de la cadena del polimero. Cuando se hace referencia a
un homopolimero segun la invencioén, esto incluye por lo tanto la posibilidad de la presencia en la cabeza de la
cadena del polimero de un grupo especifico distinto que proviene del agente de transferencia de la cadena, y que ha
podido ser después maodificado.

En particular, el polimero segin la invencion puede comprender ademas en la cabeza de la cadena (es decir en uno
de sus extremos) un grupo que comprende una funcién tiol de férmula Rg-S-, en la que Ry se selecciona
ventajosamente de entre:

- (CH2)m COOH siendom =1 a 11,
- (CH2)m-NHz siendom=2a 11,

- (CH2)m-X-Ryg siendom =1 a 11; X = O, NH, COO, CONH, S, fosfonato P(O)(O-R10)2; ¥ Rio Se selecciona de
entre H, CHs, un grupo benzoilo o bencilo, un agente fluorescente (tal como el NBD, un derivado de la
fluoresceina o de la rodamina, etc.) una biotina, un polisacarido (en particular un trisacarido) lineal o
ramificado que comprende unas hexosas, un agente de captura de radicales libres tal como una nitrona o una
especie paramagnética ciclica de tipo nitroxido.

- (CH2)m-CONH(CH2)pS-R11 estando m comprendido entre 1 y 10, p comprendido entre 2 y 11, y Rn
seleccionado de entre H, -C(CsHs)s, un agente fluorescente tal como el NBD o la fluoresceina, un agente de
captura de radicales libres tal como una nitrona o una especie paramagnética ciclica de tipo nitréxido, un
oligbmero derivado de un mondmero acrilico o vinilico tal como el acrilato de metilo, la acrilamida, el THAM,
el acetato de vinilo.

- (CH2)m-CO(OCH2CH3)OCO(CHy),S-R11 estando m comprendido entre 1 y 10, x comprendido entre 3y 100, p
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comprendido entre 2y 11, y Ry; es tal como se ha definido anteriormente,
- (CHy)2-(-OCH2CH2)4-O-R1o siendo g = 1 a 100, y Ry es tal como se ha definido anteriormente,

- (CHz)rCONHC(CHzoRlz)a, -CHzCONHC(CHa)(CHzORlz)z, (0] -CHzCONHCH(CHzORlz)z estando r
comprendido entre 1 y 11, y R12 se selecciona de entre H, un grupo bencilo o un grupo benzoilo, un agente
fluorescente (tal como el NBD, un derivado de la fluoresceina o de la rodamina), una biotina, un
monosacérido o un polisacérido lineal o ramificado, eventualmente aminado, preferentemente compuesto por
monomeros de manosa, galactosa, glucosa, acido sialico, glucosamina, galactosamina y/o manosamina, un
agente de captura de radicales libres tal como una nitrona 0 una especie paramagnética ciclica de tipo
nitroxido.

- (CH2)m P(O)(OR13), estando m comprendido entre 2 y 11, y R;3 representa un grupo alquilo de C; a Csg lineal,
eventualmente sustituido,

- una cadena hidrocarbonada lineal que comprende de 3 a 20 atomos de carbono, saturada o insaturada,
eventualmente sustituida, en particular por uno o varios grupos OH, ventajosamente un grupo alquilo lineal de
C3-C20 0 alquenilo lineal de C3-Cy eventualmente sustituido con uno o mas grupos OH (como el fitol por
ejemplo), o

- una cadena perfluorada de férmula CiF2+1 (CH2)m estando t comprendido entre 2 y 10 y m comprendido entre
2y 10.

El conjunto de estos compuestos de tipo tiol es o bien accesible comercialmente, o bien preparado facilmente por
unas reacciones quimicas simples de alto rendimiento.

Por "alquenilo lineal de C3-Cx" se entiende una cadena hidrocarbonada lineal que comprende de 3 a 20 atomos de
carbono y que comprende por lo menos un doble enlace.

Ventajosamente, Rg representa -(CHz)rCONHC(CHzoRlz)a, -CHzCONHC(CHa)(CHzORlz)z, (0] -CHzCONHCH(CHz
OR12), estando r comprendido entre 1 y 11, en la que Rg representa H, un grupo bencilo o un grupo benzoilo, un
agente fluorescente (tal como NBD, un derivado de la fluoresceina o de la rodamina), una biotina, o un
monosacéarido o un polisacarido lineal o ramificado, eventualmente aminado, preferentemente compuesto de
monomeros de manosa, galactosa, glucosa, acido sialico, glucosamina, galactosamina y/o manosamina.

Un agente de transferencia de cadena particularmente preferido es aquél en el que R es -(CH2),CONHC(CH>0OH)s.

En el caso en el que el polimero segun la invenciéon comprenda el 100% de los monémeros de formula (1), esto
resulta entonces en un polimero de formula (1V):

T1
Rg_S—{CHZ—C‘]TH '
/KO

Rz‘—N

(v) .

en la que R; a Rs y Rg son tales como se han definido anteriormente, y n es tal que el polimero posee una masa
molar media comprendida entre 8000 y 100000, lo cual corresponde a que n esté comprendido entre 10 y 120,
ventajosamente sea inferior o igual a 50000 (n inferior o igual a 60), preferentemente comprendido entre 8000 y
50000 (n comprendido entre 10y 60).

Un polimero segun la invencion muy particularmente preferido es el de formula (V):
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HO

0
HO/%NHL/\S—%Csz?CHa—H
P SO

HN

V)
en la que n estd comprendido entre 1y 120, preferentemente entre 1y 60.

La invencién se refiere asimismo a un procedimiento de preparacion de un polimero anfifilo segun la invencion, que
comprende la reaccion de un mondémero de férmula (1), (Il) o (lll) tal como se ha descrito anteriormente con un
agente de transferencia de cadena en presencia de un iniciador radicalario en un disolvente anhidro a por lo menos
60°C.

El agente de transferencia de cadena es un compuesto de tipo tiol, preferentemente de formula (VI):
Ro-SH (v,

en la que Ry es tal como se ha definido anteriormente.

El iniciador radicalario puede ser en particular el azobisisobutironitrilo (AIBN) o el peréxido de benzoilo.

La invencion se refiere asimismo a un complejo hidrosoluble de un compuesto hidr6fobo o anfifilo, ventajosamente
una proteina membranaria y de un polimero anfifilo segin la invencién. Ventajosamente, la proteina membranaria se
selecciona de entre el grupo constituido por las enzimas membranarias, los receptores membranarios, los canales
ibnicos membranarios, los antigenos membranarios de microorganismos o de tumores, y las proteinas
medicamentosas (tales como en particular los anticuerpos). El complejo segun la invencién puede presentarse
ademas en forma congelada o liofilizada.

La invencién se refiere asimismo a una solucion acuosa que posee una concentracion superior a 1 g/l
ventajosamente superior a 2 g/l, 3 g/l, o 4 g/l, preferentemente superior a 5 g/l, 6 g/l, 7 g/l, 8 g/l, 9 g/l, 0 10 g/l, de uno
o varios complejo(s) segun la invencion. La concentracion es ventajosamente inferior a 500 g/l. Preferentemente, la
concentracion de la solucion esté entre 10 y 500 g/l.

La invencioén se refiere también a un producto que comprende un soporte y por lo menos un complejo segun la
invencion, estando dicho complejo fijado sobre dicho soporte por medio del polimero anfifilo segin la invencion.

Por dltimo, la invencidn se refiere a la utilizaciéon de un complejo, de una solucién acuosa o de un producto segin la
invencion para detectar la presencia o la ausencia en una muestra bioldgica de un ligando de dicho compuesto
hidréfobo o anfifilo.

Descripcion de las figuras

Figura 1. Estimacion por filtracion sobre tamiz molecular del tamafio y de la dispersidad de las particulas de
teldbmero anfifilo. Se han diluido cien pl de una solucién madre de homotelémero (lote SS174) en 900 pl de
tampon Tris/HCI (20 mM Tris, 100 mM NacCl, pH = 8,5) y se han inyectado en una columna de Superose 12 10-
300GL. Se ha efectuado la elucién con el tamp6n Tris y la deteccidén a 220 nm. Vo y V7 indican respectivamente
el volumen excluido y el volumen total de la columna (respectivamente 7,53 y 19,9 ml). El radio de Stokes
aparente es de 2,6 nm. Para comparacion, se ha analizado una muestra de amphipol anionico clasico de tipo A8-
35 en las mismas condiciones (lote FGH20). El radio de Stokes aparente de las particulas de A8-35 es de
3,15 nm.

Figura 2. Estimacion por filtracion sobre tamiz molecular del tamafio y de la dispersidad de los complejos
tOmpA/teldmero anfifilo. Se ha capturado el campo transmembranario (tOmpA) de la proteina OmpA de la
membrana externa de la bacteria Escherichia coli con la ayuda de un homotelémero anfifilo con dos relaciones
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masicas proteina/polimero diferentes, 1:4 (pico central) o 1:10 (pico de la derecha) y las muestras diluidas en el
tampon Tris/HCI (20 mM Tris, 100 mM NaCl, pH = 8,5) inyectadas en una columna de Superose 12 10-300GL. La
elucion se ha efectuado con el tampdén Tris y la deteccién a 280 nm. Los picos se han normalizado al mismo
maximo. Vo y Vi indican respectivamente el volumen excluido y el volumen total de la columna. Para
comparacion, se ha analizado una muestra de tOmpA capturado con el amphipol aniénico clasico de tipo A8-35
en las mismas condiciones (pico de la izquierda). Los volumenes de elucién son, de izquierda a derecha, 11,9,
12,2 y 12, 6 ml; las anchuras de pico a media altura son respectivamente de 1,00, 1,13 y 0,89 ml.

Figura 3. Espectro de absorcion UV/visible de la bacteriorodopsina después de la captura con A8-35 o con unos
homoteldbmeros no i6nicos. Se ha capturado la BR a una relacién en masa proteina/amphipol de 1:5, siendo el
amphipol o bien el A8-35 (lote FGH20; en negro), o bien un homotelémero no iénico (lote SS174: en gris; lote
SS298: en lineas discontinuas negras). Los espectros se han registrado justo después de la eliminacion del
detergente (2h de incubacion a 4°C con BioBead, centrifugacion a 16.000 x g durante 30 minutos).

Ejemplos
Ejemplo 1. Preparacion de los homopolimeros anfifilos

1.1. Sintesis del mondémero acrilamida diglucosilado: ejemplo de N-(1,1-di(-O-B-D-glucopiranosiloximetil)-1-
(undecilcarbamoiloximetil)metil)acrilamida.

Segun un primer procedimiento, que es el que ha generado los monémeros que han sido utilizados a continuacién
en los ejemplos, la sintesis se desarrolla en tres etapas a partir del THAM comercial (que puede ser obtenido con un
rendimiento superior al 90% a partir del Tris-(hidroximetillaminometano), segin el esquema 1 siguiente.

CHj,
, CHa o
0 o oL
OH
o) % \}\CHs A o ot
—_— X (0] NH
A OH NH
NH a) ) b) o)
OH OH
Haco
OH o)
(o] (o]
\)NH OH X~""NH
- . . o) —_—
. o)
c) >=O d) o
HN\ FO
(CH2)10 .HN‘
\
CHa (CHz2)10

|
CH;,
Esquema 1. Primer procedimiento de sintesis del monémero acrilamida diglucosilado.
Reactivos y condiciones de reacciones: a) (CH3)2C(OCHs),, CH3CN, apts, 20°, R = 80%; CH3(CH2)1oNCO, DABCO,
tolueno, 80°C, R = 98%; resina MK-10, 48h, CH.Cl,, 84%; HgCN2, drierita, tolueno, acetobromoglucosa (3

equivalentes), r = 63%

Sintesis del THAM isopropilideno

En primer lugar, se bloquean dos funciones hidroxilos en forma de un grupo isopropilideno tratando durante 24h el
THAM con dimetoxipropano en presencia de una cantidad catalitica de acido paratoluensulfénico en el acetonitrilo a
temperatura ambiente. Después del tratamiento habitual, el THAM isopropilideno cristaliza y se aisla con un
rendimiento del 80%.

5-acrilamido-5-undecilcarbamoiloximetil-2,2-dimetil-ciclo 1,3 dioxahexano

El THAM isopropilideno (2,64 g, 12,28 mmoles, 1,0 eq.) y el 1,4-diaza biciclo[2,2,2]Joctano DABCO (4,05g,
14,74 mmoles, 1,2 eq.) se disuelven en tolueno anhidro y la mezcla se calienta a reflujo durante 30 minutos bajo
argon. El dodecil isocianato (2,91 g, 14,74 mmoles, 1,2 eq.) en solucién en tolueno se afiade gota a gota a la
solucion mantenida a 80°C. Después de 12H de agitacién, se afiaden 5 gotas de metanol y la mezcla se vierte en el
acetato de etilo (150 ml). La fase organica se lava con HCI 1N (3 x 100 ml) y una solucion saturada de NaCl (2 x
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100 ml), se seca sobre Na>SO, y se concentra al vacio para dar lugar al compuesto THAM isopropilideno dotado de
una cadena undecilo enlazada por un grupo carbamato (5,0 g, 12,12 mmoles, 98%) en forma de un polvo blanco. R¢
00,7, etilacetato/ciclohexano (7:3 v/v). RMN H (CDClI3 86 7,01 (s, 1H), 6,21 (dd, J = 1,6 y 17,0 Hz, 1H), 6,08 (dd, J =
10,0 y 17,0 Hz, 1H), 5,65 (dd, J = 1,6 y 10,0 Hz, 1H), 4,99 (m, 1H), 4,72 (d, J = 12,1 Hz, 2H), 3,62 (d, J = 12,0 Hz,
2H), 3,20 (q, J = 6,7 Hz, 2H), 1,62 (s, 3H), 1,48 (m, 2H), 1,42 (s, 3H), 1,27 (s, 18H), 0,89 (t, J = 6,6 Hz, 3H), RMN **C
(CDCl; d 165,7, 157,6 (CO), 131,4 (CH), 126,5 (CH.), 98,5 (C), 64,9, 60,5 (CH.), 53,5 (C), 43,0, 41,3, 31,9, 31,3,
29,8, 29,6, 29,6, 29,5, 29,3, 26,7 (CH,), 26,6 (CHs), 22,7 (CH>), 21,0, 14,1 (CHs).

N-(1,1-(2',3',4',6'-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosiloxi-metil)-1-(undecilacarbamoiloximetil)-metil)-acril-amida

El compuesto anterior (5,0 g, 12,12 mmoles) y la resina MK-10 (30 g) se agitan en diclorometano (200 ml) durante
48h, la resina se filtra después sobre una columna corta de celite y se aclara en metanol (2 x 100 ml). La fase
organica se concentra al vacio para dar lugar al N-(1,1-bishidroximetil-1-(undecilcarbamoiloximetil)metil)-acrilamida
(3,8 g, 10,2 mmoles, 84%). Se mezcla este compuesto (2,0 g, 5,37 mmoles, 1,0 eq.), cianuro de mercurio (2,13 g,
16,10 mmoles, 3,0 eq.) y drierita en tolueno bajo argén. Después de 2 minutos de sonicacién, se afade la
bromotetraacetilglucosa TAGB (6,62 g, 16,10 mmoles, 3 eq.) y la mezcla se somete a sonicacion durante 30
minutos. La mezcla de reaccion se filtra después sobre celite y se aclara con acetato de etilo (100 ml). Las fases
organicas se lavan sucesivamente con una solucién saturada de bicarbonato de sodio (2 x 100 ml), agua (100 ml),
solucion al 10% de yoduro de potasio (4 x 50 ml), solucién saturada de tiosulfato tiosulfato (4 x 50 ml) y agua (2 x
50 ml). Las fases organicas se secan sobre Na;SO, y se concentran bajo presion reducida, el bruto resultante se
somete a una cromatografia ultrarrdpida, se eluye con etilacetato/ciclohexano (3:7 v/v) para conducir al monémero
esperado en forma de un polvo blanco. (3,5 g, 3,39 mmoles, 63%). Rf 00,35, etilacetato/ciclohexano (7:3 v/v). P.f.
58,0C. [ap™] = -12,70 (c, 1, CH2Cl,). RMN *H (CDCl3) & 6,92 (s, 1H), 6,24 (dd, J = 1,4 y 16,0 Hz, 1H), 6,04 (dd, J =
10,0y 16,9 Hz, 1H), 5,64 (dd, J = 1,4y 10,0 Hz, 1H), 5,3-4,9 (m, 7H), 4,5 (m, 2H), 4,4-3,9 (m, 10H), 3,71 (dt, J = 2,4
y 7,3 Hz, 2H), 3,16 (q, J = 6,5 Hz, 2H), 2,11, 2,09, 2,07, 2,05, 2,02 (5s, 24H), 1,34 (m, 18H), 0,89 (t, J = 6,6 Hz, 3H).
RMN **C (CDCls) & 170,8, 170,7, 170,7, 170,2, 169,6, 169,5, 169,5, 169,5, 165,7, 157,2 (CO), 131,3 (CH), 126,6
(CHy), 101,0, 100,8, 77,3, 72:6, 72,5, 71,8, 71,8, 71,1, 68,3, 68,2, (CH), 68,6, 68,3, 68,0, 64,5, 61,7, 60,4 (CH.), 59,6
(C), 41,2, 31,9, 29,8, 29,6, 29,3, 26,9, 26,8, 26,8, 22,7 (CH), 21,1, 20,8, 20,8, 20,7, 20,7, 20,6, 20,6, 20,6, 14,2
(CHs). HRMS (ESI+) calculado para Ca7H72N2023 ([M + H]+): 1033,4599. Encontrado: 1033,4609 [M+H]+.

Segln un procedimiento alternativo, la sintesis del mondmero acrilamida (N-(1,1-di(-O-B-D-glucopiranosiloximetil)-
1(undecilcarbamoiloximetil)metil)acrilamida) se desarrolla en dos etapas a partir del THAM comercial (que puede ser
obtenido con un rendimiento superior al 90% a partir del Tris-(hidroximetillaminometano), segin el esquema 1
siguiente.

o ;.(}H; . 3 . g____.-x.J%-'l
“ . EE P N A B PP N
‘-\3\\,‘_,&'»‘?53 "‘iﬂ ‘-\,: OH W ™ . R \‘N H ] OH
O e e
o

1
Criy

Esquema 2. Segundo procedimiento de sintesis del monémero acrilamida diglucosilado.

Reactivos y condiciones de reacciones: a) THAM (5 eq.), CH3(CH2)10NCO (1 eq.), DABCO (0,5 eq.), DMF, 60C, 3H,
R = 80%; b) HgCN,, drierita, tolueno, acetobromoglucosa (3 eq.), r = 63%

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 553 866 T3

N-1,1-di(hidroximetilmetil)-1(undecilcarbamoiloximetil)-metil)acrilamida

A una solucion agitada de THAM (21,9 g, 125 mmoles, 5 eq.) y de diazabiciclo[2,2,2]octano (DABCO) (1,5 g,
13,4 mmoles, 0,5 eq.) en 40 ml de DMF calentado a 60T, se afiade gota a gota bajo atmosfera de argon el
undecilisocianato (5g, 25 mmoles, 1 eq.) previamente solubilizado en 10 ml de cloruro de metileno. La mezcla de
reaccion se mantiene a 60C hasta la desaparicion t otal del undecilisocianato ((B0 mn). Los disolventes se evaporan
después bajo presion reducida y el precipitado se recoge con 200 ml de cloruro de metileno. La suspension se agita
mecanicamente durante 15 minutos a temperatura ambiente. El precipitado residual se filtra y se resuspende de
nuevo en 100 ml de cloruro de metileno y se filtra de nuevo. La operacion se reproduce dos veces. El precipitado
restante se recristaliza inmediatamente en metanol anhidro para dar 16,5 g de THAM que puede asi ser puesto de
nuevo en reaccion. Las fases organicas se juntan, se lavan con 2x50 ml de una solucion de HCI 1N, 2x50 ml de una
solucion saturada de carbonato de sodio y 2x50 ml de agua, se secan sobre sulfato de sodio y se concentran bajo
presiéon reducida. El producto bruto se cristaliza en una solucion de AcOEt/Hexano 2/8 para dar el N-1,1-
di(hidroximetilmetil)-1(undecilcarbamoiloximetil)-metil)acrilamida en forma de polvo blanco (7,55 g, R = 80%). Rf O
0,5 (etilacetato/ciclohexano (8:2 v/v). RMN H (DMSOde) 8 7,56 (s, 1H), 7,12 (t, J =5, 1H), 6,36 (dd, J = 10y 17,5Hz,
1H), 6,04 (dd, J = 2,2y 17,5 Hz, 1H), 5,56 (dd, J = 2,2 y 10 Hz, 1H), 4,87 (m, 2H), 4,17, (s, 2H), 3,63 (s, 2H), 3,61 (s,
2H), 2,95 (m, 2H), 1,37 (m, 2H), 1,24 ( m, 16H), 0,86 (t, J= 6,75, 3H). RMN **C (DMSOds) 5 166,5, 156,8, 132,8,
125,5 (CO), 62,6, 61,5, 60,4 (CH>), 31,8, 29,9, 29,5, 29,2, 29,3, 26,7, 22,6, 14,5 (CHs).

N-(1,1-(2',3',4',6'tetra-O-acetil-B-D-glucopianosiloxi-metil)-1-(undecilcarbamoiloximetil)-metil)-acril-amida

El compuesto anterior (2,0 g, 5,37 mmoles, 1,0 equiv.), cianuro de mercurio (2,13 g, 16,10 mmoles, 3,0 eq.) y drierita
se mezclan en tolueno bajo argén. Después de 2 minutos de sonicacion, se afiade la bromotetraacetilglucosa TAGB
(6,62 g, 16,10 mmoles, 3 eq.) y se somete la mezcla a sonicacién durante 30 minutos. La mezcla de reaccién se
filtra después sobre celite y se aclara con acetato de etilo (100 ml). Las fases orgéanicas se lavan sucesivamente con
una solucion saturada de bicarbonato de sodio (2 x 100 ml), agua (100 ml), solucion al 10% de yoduro de potasio (4
x 50 ml), solucion saturada de tiosulfato (4 x 50 ml) y agua (2 x 50 ml). Las fases organicas se secan sobre Na,SO4 y
se concentran bajo presion reducida, el bruto resultante se somete a una cromatografia ultrarrapida, se eluye con
etilacetato/ciclohexano (3:7 v/v) para dar lugar al monémero esperado en forma de un polvo blanco. (3,5 g,
3,39 mmoles, 63%). Rf 00,35, etilacetato/ciclohexano (7:3 v/v). P.f. 58,0C. [ap®’] = -12,70 (c, 1, CH,Cl,). RMN *H
(CDCls) 86,92 (s, 1H), 6,24 (dd, J = 1,4 y 16,0 Hz, 1H), 6,04 (dd, J = 10,0 y 16,9 Hz, 1H), 5,64 (dd, J = 1,4 y 10,0 Hz,
1H), 5,3-4,9 (m, 7H), 4,5 (m, 2H), 4,4-3,9 (m, 10H), 3,71 (dt, J =2,4 y 7,3 Hz, 2H), 3,16 (q, J = 6,5 Hz, 2H), 2,11, 2,09,
2,07, 2,05, 2,02 (5s, 24H), 1,34 (m, 18H), 0,89 (t, J = 6,6 Hz, 3H). RMN *C (CDCls) 5 170,8, 170,7, 170,7, 170,2,
169,6, 169,5, 169,5, 169,5, 165,7, 157,2 (CO), 131,3 (CH), 126,6 (CHy), 101,0, 100,8, 77,3, 72,6, 72,5, 71,8, 71,8,
71,1, 68,3, 68,2, (CH), 68,6, 68,3, 68,0, 64,5, 61,7, 60,4 (CH>), 59,6 (C), 41,2, 31,9, 29,8, 29,6, 29,3, 26,9, 26,8, 26,8,
22,7 (CHy), 21,1, 20,8, 20,8, 20,7, 20,7, 20,6, 20,6, 20,6, 14,2 (CHs). HRMS (ESI+) calculado para Ca7H72N2023 ([M +
H]+): 1033,459. Encontrado: 1033,4609 [M+H]+.

1,2. sintesis de NAPol.

La sintesis del telémero (esquema 3) se basa en la utilizacién de un agente de transferencia derivado del acido
mercaptopropiénico dotado de un grupo Tris polibenzoilado. Estos diferentes grupos benzoilos presentan una fuerte
absorciéon UV y se encuentran en el extremo de la cadena del polimero. De este modo, permiten la determinacion
exacta, por medicion de la absorcion UV del producto final, de la masa del telémero y por lo tanto del grado de
polimerizacién medio. Cabe sefialar en este caso que la seleccion del motivo tribenzoilado puede ser tomada como
un ejemplo de las posibilidades de introduccion (por medio de la naturaleza del agente de transferencia utilizado) de
motivos interesantes (fluoresceina, colesterol, biotina, nitronas, etc.) y por lo tanto de la funcionalizacion del extremo
de la cadena. Esta funcionalizacion puede tener lugar también después de la telomerizacion por medio de grupos de
tipo éster activo (tales como hidroxisuccinimida, paranitro-benzoato, pentafluoro-benzoato, etc.) previamente
introducidos en el telégeno.

La sintesis del NAPol se resume en el esquema 3 siguiente:
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Esquema 3. llustracion esquematica de la sintesis del homotelémero.

Reactivos y condiciones: (a) AIBN (0,5 eq.), THF, Ar, 66°C, 24h, ~ 51%; (b) MeONa, MeOH, pH 8-9, temperatura
ambiente, 12h, ~ 65% después de la dialisis.

El mondmero THAM, N-(1,1-(2',3',4',6'-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosiloxi-metil)-1-(undecilcarbamoiloximetil)-metil)-
acril-amida (1,0 g, 0,968 mmoles, 40,0 eq.) se disuelve en THF (15 ml). La solucion se desgasifica por burbujeo de
argon y calentamiento a reflujo durante 30 minutos. El agente telégeno TA (12,62 mg, 0,024 mmoles, 1,0 eq.) cuya
sintesis se ha descrito anteriormente (Sharma et al.) y AIBN (1,98 mg, 0,012 mmoles, 0,5 eq.) disueltos en THF, se
afladen entonces con una microjeringa. La mezcla se agita a reflujo hasta la desapariciéon total del monémero
(CR4h). Después, se concentra al vacio, y se aisla el telomero por cromatografia de exclusion de tamafio
(Sephadex® LH-20) eluyendo con una mezcla de MeOH/CHCl, (1:1, v/v), y después se seca al vacio. El telomero
en forma protegida se aisla en forma de polvo blanco (0,524 g, 52%). R = 0,0 etilacetato/ciclohexano (6:4 v/v). RMN
'H (250 MHz, CDCls, & ppm) 0,8 (-CHs de la cadena alquilo), 1,3-1,7 (-CHo)10 de la cadena alquilo), 2,1-2,4 (s
ancho, -OCOCHj3), 3,1 (-NH- metileno vecinal), 4,8-5,3 (m, unidad de glucosa 2H, 3H, 4H, 5H, y 6H), 6,6 (-NH), 7,4-
8,1 (tres t, CeHs del TA)

Después de la determinacién de la masa molecular por RMN *H y UV, el homotelémero (2,0 g, 1,91 mmol) se
disuelve en metanol anhidro (50 ml) bajo atmdsfera de argdn. Se afiade una cantidad catalitica de metdxido de sodio
MeONa y se agita la solucién a temperatura ambiente durante una noche. La solucién se neutraliza después con
resina IRC 50 &cida (hasta pH = 8) por agitacion durante 15 minutos. Después de la filtracion de la resina y de la
evaporacion del disolvente, el telémero se somete a una didlisis con una membrana cuyo punto de corte es de 6-
8 KDa. El polimero purificado se aisla por liofilizacion, se obtiene en forma de polvo blanco (0,850 mg, 65%). RMN
'H (250 MHz, DMSO-ds, 5 ppm) 0,8 (-CHs de la cadena alquilo), 1,2-1,6 (-CH2))10 de la cadena alquilo), 3,2 (-NH
metileno vecinal), 4,8-5,2 (m, unidad de glucosa 2H, 3H, 4H, 5H, y 6H), 7,1 (-NH).

La técnica implementada es universal y se ha aplicado ya a unos motivos monémeros portadores de azucar
diferentes (galactosa y manosa en particular) y a unos monémeros portadores de cadenas fluorocarbonadas. Por
otro lado, puede ser facilimente extendida a unos cotelémeros que incorporan diversos tipos de monémeros, ya sean
anfifilos, hidréfobos o hidréfilos, tal como se ha establecido anteriormente para unas mezclas de mondmeros
hidréfilos e hidrofobos.

Ejemplo 2 Reproductibilidad del homotelomero obtenido
Se han sintetizado diferentes homoteldmeros, en funcidon de las cantidades relativas de mondémero y de agente
telégeno TA. Las condiciones de sintesis y la estructura quimica de los homotelémeros sintetizados se resumen en

la tabla 1.

Tabla 1. Condiciones de sintesis y estructura quimica de los diferentes NAPols

NAPol Homotelémero Masa Mw media /10° + 1x10°(g-mol™)
Ro® DPn° Protegido Desprotegido
SS174 20 14 15 +1 10 £1
SS293 20 11 12 1 8+1
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NAPol Homotelémero Masa Mw media /10° + 1x10°(g-mol™)
Ro® DPn° Protegido Desprotegido
SS298 40 42 440+ 1 29+1
SS292 100 90 93+2 632
SS325 15 16 1712 11,3+£0,5
®Relacién molar inicial monémero/TA, > estimado por anélisis UV

Ademas, se han sintetizado SS298 y SS325 por varios lotes diferentes con los mismos precursores y las mismas
condiciones. El analisis de la reproductibilidad de los lotes SS298 se muestra en la tabla 2 siguiente.

Tabla 2. Reproductibilidad de los lotes de SS298

Lotes Homoteldmero | Telébmero aislado después de | Masa molecular media en forma acetilada
Ro° [ DPn° Sephadex LH 20 (mg) determinada por UV M,/10° (g-mol™)

S$S291 40 34 478 36

SS294 40 46 532 48

SS295 40 44 524 46

SS296 40 55 534 57

Combinados 40 42 - 44

55298

@Relacion molar inicial monémero/TA, *€ Estimada por analisis UV

Los resultados muestran una buena reproductibilidad de los lotes de homoteldmero afifilo segun la invencién.
Ejemplo 3. Caracterizacion del homotelomero y propi  edades fisicoquimicas

En los ejemplos 3 y 4, los nuevos homotelémeros anfifilos segin la invencién se comparan con el amphipol de
referencia A8-35, que es un amphipol aniénico copolimérico de formula:

e (CHp == GH)y == (CHy === G}, ~={CHz— CH), =

c e G
S S e
-0/’ g HN/ e HN,/ Xp
Nat }
: CgHyy

Esquema 4. Férmula quimica del amphipol A8-35.

Todos los homotelémeros anfifilos segun la invencion, preparados en el ejemplo 1 presentan, después de la
hidrolisis de las funciones ésteres, una solubilidad en agua superior a 100 g/l. Las soluciones son incoloras y se
espuman un poco después de una agitacion vigorosa. No se puede detectar ninguna concentracion micelar critica
(CMC) ni concentracion de agregacion critica (CAC) midiendo la tension de superficie, lo que indica que, al igual que
para el amphipol de referencia A8-35, la CAC es extremadamente baja. Unas mediciones de difusién de neutrones
en los pequefios angulos (SANS; no mostradas) y de filtracion sobre tamiz molecular (SEC; figura 1) indican que
este tipo de telémero se asocia en solucidén acuosa para dar unas particulas de una masa total del orden de 50 kDa,
lo cual corresponde sustancialmente a la asociacion de dos moléculas de teldémero y esta cerca de los valores
determinados anteriormente para los amphipols clasicos de tipo A9-35 (~ 40 kDa). Su radio aparente es comparable
con el de las particulas de A8-35 (~2,6 frente a ~3,15 nm), asi como su dispersibilidad (figura 1). Observadas en
difusién cuasi-elastica de la luz (QLS), las soluciones de estos teldémeros aparecen formadas por particulas de
tamafio homogéneo de 5-6 nm de diametro, de acuerdo con los datos de SEC (tabla 3). El tamafio de las particulas
es poco sensible a la concentracion (tabla 3) o a la temperatura (tabla 4).

Tabla 3. Diametro de las particulas de homotelémero no i6nico SS174 a concentraciones de 10, 50 y 100 g/,
determinado por QLS a diferentes temperaturas.

Muestra | Concentracién (g/l™) Dy (nm) Anchura del pico a Distribucién volumica del
media altura (nm) pico principal (en %)
10 5,8 14 100
SS174 50 5,9 15 100
100 6,3 1,6 100
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Tabla 4. Diametro de las particulas de homotelémero no i6nico SS298, SS293 y SS292 a una concentracién de
50 g/l, determinada por QLS a diferentes temperaturas.

55298 S$S293 S$S292
Anchura | Distribucién Anchura | Distribucién Anchura | Distribucién
Temp. D del pico volUmica D del pico volUumica D del pico volumica
(T) H a media del pico H a media del pico H a media del pico
(nm) T (nm) T (nm) o T
altura principal altura principal altura principal
(nm) (en %) (nm) (en %) (nm) (en %)
2 6,14 1,77 100 5,06 1,52 100 6,63 1,48 99,9
10 5,92 1,68 100 4,91 1,47 100 6,44 1,45 99,9
20 5,74 1,74 100 4,81 1,45 100 6,0 1,69 100
30 5,71 1,74 100 4,82 1,45 100 5,93 1,71 100
40 5,70 1,74 100 4,79 1,42 100 5,92 1,69 100
50 5,62 1,73 100 4,74 1,43 100 5,9 1,76 100
60 5,48 1,76 100 4,70 1,44 100 a a a
70 5,47 1,79 100 a a a 6,08 1,80 100

# no determinado

Asi, la caracterizacion de las propiedades fisicoquimicas de los homotelémeros anfifilos no i6nicos segun la
invencion muestra que estos amphipols tienen unas propiedades similares a las del amphipol copolimérico aniénico
A8-35.

Ejemplo 4. Complejacion del homotelémero con las pr  oteinas membranarias

Los amphipols son, por definicion, unos polimeros anfifilos concebidos para conservar las proteinas membranarias
solubles y bioquimicamente estables en ausencia de detergentes. La capacidad de los homotelébmeros no iénicos
segun la invencion para cumplir estas dos funciones se ha ensayado sobre dos proteinas, la region
transmembranaria de la proteina OmpA de la membrana externa de Escherichia coli (tOmpA) y la bacteriordopsina
(BR). Estas dos proteinas son representativas de los dos grandes tipos de estructuras adoptadas por las proteinas
transmembranarias, el tonel (tOmpA) y el haz de hélices a (BR). Por otro lado, la BR es una proteina relativamente
inestable en solucién detergente, y cuya desnaturalizacion se mide facilmente por la liberacion de su cofactor, el
retinal, lo cual se traduce por una pérdida de absorcion alrededor de 564 nm (desaparicion de la holoproteina) y la
aparicién de un pico a 380 nm (debido al retinal libre).

Los datos reunidos en la tabla 5 indican que los dos lotes de homotelomeros ensayados son practicamente tan
eficaces como el amphipol aniénico de referencia A8-35 para conservar en solucion las dos proteinas después de
que la concentracion del detergente haya bajado por debajo de su concentracion micelar critica, o bien por dilucién
con un tampoén sin detergente (tOmpA), o bien por adsorcion sobre bolas de poliestireno (BR): los porcentajes en
solucion varian del 75 al 94%, frente al 89-98% después de la complejacién por el A8-35, siendo la diferencia
observada para tOmpA (~75% frente al ~90%) debida muy probablemente a la densidad méas importante de los
complejos formados con los amphipols no i6nicos, que causa una ligera precipitacion durante la centrifugacion a alta
velocidad utilizada como ensayo de mantenimiento en solucién. Se ha utilizado una velocidad mas baja para la BR,
lo cual explica que la diferencia de mantenimiento en solucién sea menos importante (y la precipitacion de la
proteina en ausencia de amphipol - linea 2 - menos completa).

Experimento APols Relacién en peso tOmpA en el BR nativa en el
MP/APol sobrenadante sobrenadante

1 Sin 1:0 ([detergente] > CMC) 98% 85%

2 Sin 1:0 ([detergente] < CMC) 5% 17%

3 A8-35 1:4-1:5 89% 98%

4 SS174 1:4-1:5 76% 93%

5 SS174 1:10 75% 92%

6 SS298 1.5 n.d. 93%

7 SS298 1:10 n.d. 94%

Tabla 5. Capacidad de los telomeros no idnicos para mantener en solucion las proteinas membranarias

Se han afiadido unas soluciones detergentes de tOmpA y de BR de homotelémero no idnico del tipo descrito en el
esquema 3 anterior, 0 bien del lote SS174 (4-5), o bien del lote SS298 (6-7), con las relaciones en masa indicadas.
Después de 20 minutos de incubacién, las soluciones de tOmpA se han diluido con un tamp6n sin detergente con el
fin de rebajar la concentracion de detergente por debajo de la cmc, mientras que las de BR estaban adicionadas con
bolas de poliestireno (BioBeads), sobre las que se adsorbe el detergente. Después de 2h de incubacion, se han
centrifugado las soluciones durante 30 minutos a 200000 x g (tOmpA) o a 16000 x g (BR). La fraccién de proteina
presente en el sobrenadante se ha estimado por medicion de la absorcién a 280 nm (tOmpA, BR) o0 a 554 nm (BR).
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Los controles incluyen la dilucion de las muestras de proteinas en solucion detergente con una solucion de
detergente por encima de la cmc de éste (1), o con un tampén sin detergente (2) y un experimento de captura con el
amphipol aniénico A8-35 (3), realizado en las mismas condiciones que los experimentos 4 a 7. n.d.: no determinado.

Unos datos preliminares (no mostrados) indican que los complejos BR/telémeros no iénicos son de un tamafio
comparable (en SEC) a los complejos BR/A8-35, por lo tanto de un tamafio pequefio compatible con su utilizacion en
bioquimica y biofisica. Este es asimismo el caso para los complejos tOmpA/teldmeros no idnicos, como aparece
claramente en la figura 2.

La inocuidad de los homoteldmeros no idnicos frente a BR se ilustra (figura 3) por los espectros UV/visibles de la BR
capturada en A8-35 o con cada uno de los dos lotes de homotelémero no i6nico ensayados. En los tres casos, la
relacién de las absorciones a 554 y 280 nm y la ausencia de pico significativo a 380 nm indican que la proteina esta
en su forma nativa y no ha liberado su cofactor. (La absorbancia ligeramente mas elevada a 280 nm de la muestra
capturada con el lote SS174 se debe a una ligera turbidez).

En resumen, los ensayos bioquimicos efectuados permiten afirmar que los homoteldmeros anfifilos no i6nicos segun
la invencion a) capturan eficazmente las proteinas membranarias y las mantienen en solucién en ausencia de
detergente; b) forman con ellas pequefios complejos de un tamafo y de una dispersibilidad comparables a los
complejos formados con los amphipols anidnicos tales como A8-35; y c) estabilizan las proteinas membranarias con
respecto a las soluciones detergentes. En otras palabras, estos polimeros poseen todos las caracteristicas que
hacen de ellos unos amphipols, y son susceptibles de prestarse a todas las aplicaciones de estos ultimos, con la
ventaja suplementaria de que les confiere su caracter no iénico, la reproductibilidad elevada de su sintesis, y la
facilidad con la cual es posible o bien injertarlos uno y sélo un grupo funcional determinado por cadena telomérica, o
bien funcionalizarlos de manera estocastica, como se ha realizado anteriormente para A8-35.
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REIVINDICACIONES

1. Polimero anfifilo que comprende por lo menos 75% de monémeros anfifilos de férmula (1):

H,C=CR,
0
R,N XR,
X-R,
Y-R,
(0

en la que
R:1 y Rz se seleccionan independientemente de entre H o un grupo alquilo de C1-Cs;
X e Y se seleccionan independientemente de entre un atomo de oxigeno, un atomo de azufre, un grupo
carboniloxi (-(CO)O-) u oxicarbonilo (-O(CO)-), un grupo uretano (-OCONH-), y un grupo amida de férmula
(-CONRg-) 0 (-NRgCO-) en las que Rg es un atomo de hidrogeno o un alquilo de C;-Cs;
R3 y R4 se seleccionan independientemente de entre:
a) los grupos glicosidicos,
b) los residuos zwiterionicos,

c) los grupos poli(oxialquileno) de formula -(O(CH2)x)y-OH, en la que x estd comprendido entre 1 y 6,
ventajosamente x vale 2, e y estad comprendido entre 4 y 30,

d) los grupos alquilamidas de formula -(CH2),CONR7Rs 0 -(CH2)nNR7;CORgs en las que n esta comprendido entre
1y 4, R7y Rg se seleccionan independientemente de entre un atomo de hidrégeno, un grupo alquilo de C;-
Cs, un grupo glicosidico, un residuo zwiteridnico o un grupo poli(oxialquileno) de férmula -(O(CHy>),)y-OH, en
la que x e y son tales como se han definido anteriormente,
Rs es una cadena hidrocarbonada ciclica (R5 puede contener uno o dos ciclos saturados o no, en particular de
tipo ciclohexano, ciclopentano o aromético) o aciclica (lineal o ramificada), saturada o insaturada (una o varias
insaturaciones) que comprende de 5 a 16 atomos de carbono, o una cadena semifluorocarbonada de férmula
CiF2t+1(CH2)m estando t comprendido entre 2 y 10 y m comprendido entre 2 y 10;
estando la masa molar media en peso del polimero comprendida entre 800 y 100000.
2. Polimero anfifilo segun la reivindicacion 1, caracterizado por que R; y/o Rz son un atomo de hidrégeno.

3. Polimero anfifilo segun la reivindicacion 1 o 2, caracterizado por que X es un atomo de oxigeno.

4. Polimero anfifilo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que Y es un grupo uretano
(-OCONH-).

5. Polimero anfifilo segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por que Rz y/0 R4 Son unos grupos
glicosidicos seleccionados de entre:

- los mono- o di-sacéridos, en particular las mono- o di-hexosas de tipo glucosa, manosa, galactosa, lactosa,
alosa, altrosa, idosa, lactosa, maltosa y celobiosa, o

- los mono- o di-sacaridos aminados, tales como la glucosamina, la galactosamina, la fructosamina, la
manosamina, y el aminolactitol.

6. Polimero anfifilo segun la reivindicacion 5, caracterizado por que Rz y R4 son unas glucosas.

7. Polimero anfifilo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado por que Rs es un grupo alquilo de
Cs-Ci6, ventajosamente un grupo alquilo lineal de Cis.

8. Polimero anfifilo segln la reivindicacion 1, caracterizado por que comprende por lo menos 75% de monémeros de
férmula (111):

16



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 553 866 T3

Huo N

0 O
o

H HO H

H

o) OH H

Q 0- OH
}:O H OH
HN HO 4

) QO
A

A

(Cle)w
CHa (1),

9. Polimero anfifilo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado por que comprende el 100% de
monomeros anfifilos de formula (1) o (Il1).

10. Polimero anfifilo segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado por que comprende ademas en la
cabeza de la cadena un grupo que comprende una funcidn tiol de férmula Re-S-, siendo Rg seleccionado de entre:

(CH2)m COOH siendom =1 a 11,
(CH2)m-NHz siendom =2 a 11,

(CH2)m-OR3p siendom =1 a 11; X = O, NH, COO, CONH, S, fosfonato P(O)(O-R10)2; Y Rio se selecciona de
entre H, CHs, un grupo benzoilo o bencilo, un agente fluorescente, una biotina, un polisacarido lineal o
ramificado que comprende unas hexosas, un agente de captura de radicales libres,

(CH2)m-CONH(CH2),S-R11 estando m comprendido entre 1 y 10, p comprendido entre 2 y 11, y Ri1 se
selecciona de entre H y -C(CeHs)s, un agente fluorescente, un agente de captura de radicales libres, un
oligbmero derivado de un monédmero acrilico o vinilico.

(CH2)m-CO(OCH;CH,)yOCO(CH>),S-R11 estando m comprendido entre 1 y 10, x comprendido entre 3y 100, p
comprendido entre 2y 11, y R1;1 se selecciona de entre H y -C(CgHs)s3,

(CH2)2-(-OCH2CH2)4-O-R10 siendo g = 1 a 100, y Rio se selecciona de entre H, CHs, un grupo benzoilo o
bencilo, un aente fluorescente, una biotina, un monosacarido o un polisacarido lineal o ramificado,
eventualmente aminado,

(CHz)rCONHC(CHzoRlz)a, -CHzCONHC(CHa)(CHzORlz)z, (0] CHzCONHCH(CHzORlz)z estando r comprendido
entre 1y 11, y Ri» se selecciona de entre H, un grupo bencilo o un grupo benzoilo, un agente fluorescente,
una biotina, un monosacérido o un polisacérido lineal o ramificado, eventualmente aminado,

(CH2)m P(O)(OR13)2 estando m comprendido entre 2y 11, y Ri3 representa un grupo alquilo de C; a Csg lineal,
eventualmente sustituido,

una cadena hidrocarbonada lineal que comprende de 3 a 20 atomos de carbono, saturada o insaturada,
eventualmente sustituida, o

una cadena perfluorada de formula CiFa+1 (CH2)m estando t comprendido entre 2 y 10 y m comprendido entre
2y 10.

11. Polimero anfifilo segun la reivindicacion 10, de férmula (V):
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en la que n es tal que el polimero posee una masa molar media comprendida entre 8000 y 100000, preferentemente
entre 8000 y 50000.

12. Procedimiento de preparacién de un polimero anfifilo segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, que
comprende la reaccién de un monémero de férmula (1) o (111) con un agente de transferencia de cadena en presencia
de un iniciador radicalario en un disolvente anhidro a por lo menos 60°C.

13. Complejo hidrosoluble de un compuesto hidréfobo o anfifilo, ventajosamente una proteina membranaria, y de un
polimero anfifilo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11.

14. Complejo segun la reivindicacion 13, caracterizado por que la proteina membranaria se selecciona de entre el
grupo constituido por las enzimas membranarias, los receptores membranarios, los canales iGnicos membranarios,
los antigenos membranarios de microorganismos o de tumores, y las proteinas medicamentosas tales como los
anticuerpos.

15. Complejo segun la reivindicacion 13 o 14, en forma congelada o liofilizada.

16. Solucién acuosa que posee una concentracion superior a 1 g/l, ventajosamente entre 10 y 500 g/l, de uno o
varios complejos segun cualquiera de las reivindicaciones 13 a 15.

17. Producto que comprende un soporte y por lo menos un complejo segun cualquiera de las reivindicaciones 13 a
15, estando dicho complejo fijado sobre dicho soporte por medio del polimero anfifilo segin cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 10.

18. Utilizacion de un complejo segun cualquiera de las reivindicaciones 13 a 15, de una solucién acuosa segun la

reivindicacion 16, o de un producto segun la reivindicacién 17, para detectar la presencia o la ausencia en una
muestra biolégica de un ligando de dicho compuesto hidréfobo o anfifilo.
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