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DESCRIPCION

Donantes de sialil-fosfato selectivos para la preparacion de sialésidos y matrices de sialosidos para la deteccion del
virus de la gripe

CAMPO TECNICO DE LA INVENCION

La invencion se refiere en general a la sintesis de sialosidos. En particular, la invencion se refiere a la sintesis de
disialidas utilizando nuevos compuestos donantes de sialil-fosfato. Especificamente, la invencién se refiere a la
sintesis de acidos polisialicos utilizando nuevos compuestos donantes de sialil-fosfato y a su uso en la deteccion y
analisis de las reacciones de union.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Acido N-acetil-neuraminico (Neu5Ac) es el derivado de &cido sidlico mas abundante que se encuentra en el extremo
terminal de glicoproteinas o glicolipidos. Conjugados con contenido en Neu5Ac en la superficie de la célula son a
menudo los receptores para virus y bacterias y también estan implicados en una dlverS|dad de procesos bioldgicos
tales como metastasis de tumores, diferenciacion celular e interacciones célula-célula’. La hemaglutinina (HA) de la
gripe, por ejemplo, es la proteina principal responsable de la interaccion con los sialésidos en la membrana de la
célula huésped para dirigir la entrada viral.

En los sialésidos que se producen de forma natural, NeuS5Ac esta a menudo enlazado a galactosidos a través del
enlace a(2—3) o a(2—6) en glicoproteinas N-enlazadas y O-enlazadas, y también a N-acetilgalactosamina a través
del enlace a(2—6) en glicoproteinas O-enlazadas. Ademas, Neu5Ac puede estar enlazado a otro residuo de Neu5Ac
a través del enlace a(2—8) o a(2—9) como un constituyente de gllcoconjugados La preparacion de sialésidos con
enlace a-glicosidico, sin embargo, todavia representa un desafio importante, debido principalmente a la presencia
del grupo carboxilo eliminador de electrones en el centro anomérico terciario y la falta de un grupo participante en C-
3. Como resultado, se produce una eliminacion 2,3 de bajo rendimiento, no deseada, y la formacion de enlaces -
glicosidicos no naturales. Ademas, la separacion de isémeros a y 3 es tediosa y, a veces muy desafiante. Aunque la
sialilacién enzimatica proporciona sialésidos a-enlazados estereo -especificos, se limita, con algunas excepciones, a
la sintesis de sialdsidos que se producen de forma natural®.

A lo largo de los ultimos afos, los pr|n0|pales esfuerzos se han dirigido hacia el desarrollo de Ios donantes de aC|do
sialico para una a-sialilacion eficiente®, incluyendo el uso de donantes de sialilo con haluros fosfltos sulfuros®,
xantatos® o feniltrifluoroacetimidatos como grupos labiles'®, o con un grupo auxiliar en C- 1" y C 3", 0 conun grupo
funcional N-acetil-modificado en C-5'". Otro tipo de donantes de sialilo combina el mejor grupo Iabll con la mejor
modificacion posicional para la a- S|aI|IaC|on selectiva'. Hasta la fecha, sin embargo, no existe un donante general de
sialilo disponibles para su uso en la preparacién de todos los sialésidos que se producen de forma natural con
enlaces a(2—3), a(2—6), a(2—8) o a(2—9).

Se ha resenado que el desarrollo de sintesis eficientes de oligosacaridos, utilizando metodos de armado-
desarmado , en un solo reC|p|ente en un solo recipiente programable basado en reactividad ® en fase solida'®
ortogonal y de pre-actlva0|on reduce la complejidad de la manipulacion de grupos protectores 8 Sin embargo
la sintesis en un solo recipiente de S|aI05|dos todawa presenta un problema importante debido a la baja reactividad y
selectividad de los reactivos de sialilacion'® ?'#2 Una estrategia basada en el uso de grupos labiles ortogonales
apropiados ha sido demostrada para la sintesis estereoselectlva de acidos pentasialicos a(2—9), en la que se eligio
sialil-fosfito como donante y tiosialésido como aceptor para los ajustes de acoplamiento repetitivo y de grupos
salientes anoméricos'*. Ademas, la preparacion de sialo-trisacaridos a(2—6)-enlazados se logré por el conjunto
secuencial de tres bloques de construccion compuestos de un donante de sialilo con un grupo saliente de S-
benzoxazolilo (caja S), un tiogalactésido como primer aceptor y un 1-O-metil-glucésido como segundo aceptor2
para dar el producto a-selectivo (relacion o/ff de 2,2:1 a 2,7:1). Takahashi y colaboradores describieron un estudio
de un solo recipiente relacionado utilizando donantes de sialilo de la caja S con proteccion ad|C|onaI de 5N,40-
oxazolidinona, y lograron una elegante sintesis de trisialico a(2—9) a-selectividad mejorada “¢. Otra excelente
estrategia ortogonal de la sintesis en un solo recipiente de acidos N-glicoliineuraminicos cx(2—>3) -enlazados es
utilizar admantalil-tiosialdsido como donante de sialilo™. Por lo tanto, existe la necesidad de desarrollar un nuevo
donante de acido sialico con un grupo labil eficiente que pueda ser utilizado como donante general en una estrategia
ortogonal para la sintesis convergente de diversos sialdsidos con diferentes enlaces.
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Sialil-fosfito’®, se ha utilizado para la a-sialilacién selectiva, pero se ha prestado menos atencion al correspondiente
fosfato debido a su deficiente a-selectividad en reacciones de glicosidacion’ ™.

SUMARIO DE LA INVENCION

Un nuevo conjunto de reactivos de sialilacion altamente a-selectivos, con la combinacion de la modificacion C-4/C-5
y grupo labil de fosfato de dibutilo, se sintetizd y se utilizé para la sintesis eficiente de a-sialosidos. El donante de
sialil-fosfato con grupo protector N-acetyl-5-N,4-O-carbonilo se utilizd para crear cinco bloques de construccion de
disacaridos sialilados que se encuentran comunmente en productos naturales, incluyendo Neu5Aca(2—3)Gal,
Neu5Aca(2—6)Gal, Neu5Aca(2—6)GalNAc, Neu5Aca(2—9)Neu5Ac y Neu5Aca(2—8)Neu5Ac, con excelentes
rendimientos y a-estereoselectividad. Mediante el uso de los disacaridos sialilados como donantes, se han
desarrollado protocolos de un solo recipiente para la sintesis de a(2—3) y a(2—#6) sialésidos, incluyendo ligandos de
hemaglutinina (HA) de la gripe, tetrasacarido de epitopo DSGG de antigeno asociado a carcinoma de células
renales y antigeno embrionario especifico de fase-4 (SSEA-4). Ademas, se resefia una sintesis convergente de
acidos tetrasialicos a(2,9)-enlazados a octasialicos a(2,9)-enlazados.

Ademas de ello, estos sialdsidos sintetizados se esparcen sobre un sustrato para generar una matriz de sialésidos
para la HA de la gripe y el perfilado de union al virus real. Un banco de 27 sial6sidos, incluyendo diecisiete a(2—3)
glicanos y diez a(2—6) glicanos utilizando los bloques de construccion de “disacaridos sialilado" se ha sintetizado y
se ha utilizado para la preparacion de una matriz de glicanos, que contiene diferentes longitudes de glicano, enlaces,
tipos de azucar y sulfatacion adicional. Esta matriz se utilizd para perfilar la especificidad de union de diferentes
hemaglutininas de la gripe expresadas a partir de sistemas de células de mamiferos e insectos para examinar el
efecto de la glicosilacion de HA en la unién al receptor. Se encontré que las HAs de células de insecto se unen a
receptores de sialosido mas fuertemente que las de células humanas con diferencias en la especificidad de union y
que la glicosilacion en Asn27 es importante para la interaccion HA-receptor.

La invencion proporciona un compuesto donante de sialil-fosfato para la sintesis de sialésidos tal como se recoge
en la reivindicacion 1, y un método para sintetizar un sialosido tal como se recoge en la reivindicacion 2 y las
reivindicaciones dependientes subsiguientes.

La invencion proporciona un compuesto donante de sialil-fosfato para la sintesis de sialésidos tal como se recoge
en la reivindicacion 1. También se describe un compuesto donante de sialil-fosfato para la sintesis de sialésidos que
comprende: un grupo protector de N-acetil-5-N,4-O-carbonilo, de 5-N,4-O-carbonilo, de 5-N-trifluoroacetilo, de 5-N-
acetilo o de 5-azido; y un grupo labil de fosfato alquilo, arilo o de alquil-arilo mixto. En un aspecto, el compuesto tiene
la estructura:

RO OR
COOR"
OR (Ijl R = Ac, ClAc etc.
'é\ m L)
0O _p-OR R'=H, Ac etc.
R'N O YR~ R = Alqil o Arilo, p. ej., Me, Et, Ph, Bn,..
)/O R"' = Alquilo o Arilo, p. ej., Butilo, Fenilo, Arilo, ...
Q

en donde R es independientemente H o un grupo seleccionado de: acetilo, cloroacetilo, bencilo, tiobencilo,
bencilidina y fenacilo; R’ es independientemente H o acetilo; R" es independientemente H o se selecciona del grupo
que consiste en: alquilo C1.Cy, arilo Cs.C2, alquenilo C,.Cy, alquinilo C,-Cy, cicloalquilo C3.Cyo, cicloarilo C3.Cyo,
cicloalquenilo C3.Cy, heteroarilo, aralquilo y heteroaralquilo; cada uno de los R" se selecciona independientemente
del grupo que consiste en: alquilo C4.Cyg, arilo Cs.C2o, alquenilo C2.Cyo, alquinilo C,.Cao, cicloalquilo C3.Cyg, cicloarilo
C3.Cao, cicloalquenilo C3.Cyo, heteroarilo, aralquilo y heteroaralquilo, y cualquier sal o estereoisémero del mismo.

También se describe que el compuesto tiene la siguiente estructura 6:
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La invencion proporciona un método para sintetizar un sialésido, de acuerdo con la reivindicacién 2. EI método
comprende: acoplar un tiosialésido con un fosfato de dibutilo en presencia de N-yodosuccinimida y acido
trifluorometanosulfonico catalitico (triflico) bajo condiciones adecuadas; y aislar un donante de sialil-fosfato de
dibutilo N-acetil-5-N,4-O-carbonilo-protegido de acuerdo con la reivindicaciéon 1. En algunos aspectos, el sialésido
comprende un enlace a-glicosidico.

Se describe que el tiosialésido se selecciona del grupo que consiste en:

AcO DA
o COnMe
AcHN S 5Tl
DA
1a
AT fite

ﬁOP.c COoM=
AcM 9] sTo
V=
Sa

]

AcCH s

ore 5Tal
ScHN 2 cooe

QA

Ac)

AcC Al Qbg
ohe SO0 oae  STO!
TFAHN Lo 5Tl TEAHN LS ~COCNe
A fl
3a ab
RO OR

DA

STal
ﬁDPac B
Ach 2 OCMe ¥y

a

7 5

COOMe
R
&
:ﬁw‘sw (3PH)

a

© R=p=ag
R =g, R =H
R=Cl&c, R = Ac
R=Clic, R =H

R = R' = otro grupo protector

En algunos aspectos, el método comprende separar sialil-o-fosfato de sialil-R-fosfato mediante un procedimiento que

comprende cromatografia.

En una realizacién, el donante de sialil-fosfato de dibutilo N-acetil-5-N,4-O-carbonilo-protegido comprende sialil-a-
fosfato 6a o sialil-R-fosfato 6b que tiene la férmula:

I
~OBu
-R

%O OBu
6 a=6a
© p=6b

y el tiosialésido N-acetil-5-N,4-O-carbonilo-protegido es:
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En un aspecto, el método comprende las etapas de la sintesis a-selectiva de un bloque de construccion disacarido
de sialilo que comprende acido N-acetil-neuraminico (Neu5Ac): mediante acoplamiento del donante de sialil-fosfato
de dibutilo N-acetil-5-N,4-O-carbonilo-protegido con un aceptor de tiogalactésido adecuado. En una realizacion, el
bloque de construccion disacarido que comprende acido N-acetil-neuraminico (Neu5Ac) es principalmente ao-
anomérico. En una realizacién, el acoplamiento estda fomentado por el reactivo trifluorometanosulfonato de
trimetilsililo (TMSOTT).

En algunos aspectos, el bloque de construccion disacarido de sialilo es Neu5Aca(2—6)Gal y un aceptor de 4,6-
dihidroxi-tiogalactosido de la férmula:

HO _OH
o}
BzO STol
BzO
13 esta acoplado con el donante de sialil-fosfato de dibutilo N-acetil-5-N,4-O-carbonilo-protegido 6a

para producir un Neu5Aca(2—6)Gal de la formula:

AcO
AcO, OAc COOMe

070 STol

SonTaez o o
//L’o HOQ//f/
O BzO BzO

14

N

En algunos aspectos, el bloque de construccion disacarido de sialilo es Neu5Aca(2—3)Gal, y un aceptor de tolil-2-O-
benzoil-4,6-bencilidina-1-tio-R-D-galactopirandsido 17 de la formula:

Ph
o
(@]
o]
HO STol
BzO
17

esta acoplado con el donante de sialil-fosfato de dibutilo N-acetil-5-N,4-O-carbonilo-protegido 6a para producir un
Neu5Aca(2—3)Gal de la formula:

AcO
AcO OAc

COOMe
0 o) STol

\M\ o]
fo HO
O BzO
14 BzO

En algunos aspectos, el bloque de construccién disacarido de sialilo es Neu5Aca(2—6)GalNAc y un aceptor de tolil-
2-0-benzoil-4,6-bencilidina-1-tio-R-D-galactopirandsido 19 6 21 de la féormula:
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BnC _-CH BnO _-CH
Q o)

HO HO O(CHo)sNHCbz
N3O(CH2)5NHCbz N3
19 o 21

esta acoplado con el donante de sialil-fosfato de dibutilo N-acetil-5-N,4-O-carbonilo-protegido 6a para producir un
Neu5Aca(2—6)GalNAc de la féormula:

AcD

AcO OAc GOOMe a0 A .. coome
s C\);’/o?\ WO O(CHsNHCE2
N3 O{CH.)sNHCbz

o)
ko BnO //._.-o Bno\y
o 20 HO o o 22 Ns

HQ

respectivamente.

En algunos aspectos, el bloque de construccion disacarido Neu5Aca(2—6)GalNAc se utiliza para la sintesis de un
antigeno O-sialilado STn, 2,6-STF, 2,3-STF o glicoforina.

En algunas formas de realizacion, el método comprende, ademas, las etapas de una sintesis a-selectiva en un solo
recipiente de un bloque de construccién de trisacarido de sialilo que comprende acido N-acetil-neuraminico
(Neub5Ac): acoplando primero el donante de sialil-fosfato de dibutilo N-acetil-5-N,4-O-carbonilo-protegido con un
primer aceptor de tiogalactésido en una reaccion durante un tiempo adecuado para producir un disacarido; y luego
afadiendo un segundo aceptor a la mezcla de reaccion y permitiendo que una segunda reaccion de acoplamiento
produzca un trisacarido.

En algunos aspectos, el trisacarido comprende un trisacarido a(2—3)-enlazado o a(2—6)-enlazado al receptor de
hemaglutinina (HA) de la gripe. En algunos aspectos, la reaccién en un solo recipiente es como se muestra en el
Esquema 1 o el Esquema 2. En algunos aspectos, el segundo aceptor es un trisacarido. La reacciéon en un solo
recipiente produce una monosialosil globopentaosilceramida, antigeno embrionario especifico de fase-4 (SSEA-4).

En algunos aspectos, el bloque de construcciéon disacarido de sialilo es Neu5Aca(2—8)Neu5Ac y un aceptor
tiogalactésido 7,8-dihidroxi de la férmula 40:

esta acoplado con el donante de sialil-fosfato de dibutilo N-acetil-5-N,4-O-carbonilo-protegido 6a para producir un
Neu5Aca(2—8)Neu5Ac de la formula 41:

AcO onc §OOMe
AN-L#L/ 0 PhS
G BnoO oH
g =7~07~coome
a1 H;/O
0
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En algunos aspectos, el bloque de construccion disacarido de sialilo es Neu5Aca(2—9)Neu5Ac y un aceptor de
tiogalactésido 7,8,9-trihidroxi de la férmula 42:

OH
HO oH SPh
HNZ2Q7 ~coome
)/O
42

o]

esta acoplado con el donante de sialil-fosfato de dibutilo N-acetil-5-N,4-O-carbonilo-protegido 6a para producir un
Neu5Aca(2—9)Neu5Ac de la formula 43:

AcO
AcO ohc COOMeOH
- O
AcN Q OH SPh
(o] S 0
3 HN COOMe

O
43 O}’

En algunos aspectos, el método comprende, ademas, la sintesis a-selectiva de un tetrasacarido de sialilo a(2—9)
que comprende acido N-acetil-neuraminico (Neu5Ac): poniendo en contacto primero el donante de sialil-fosfato de
dibutilo N-acetil-5-N,4-O-carbonilo-protegido con un aceptor de tiosialésido adecuado en una reaccion durante un
tiempo adecuado para producir un primer disacarido Neu5Aca(2—9)Neu5Ac con un grupo labil SPh en el extremo
reductor; a continuacion, transfiiendo este acido tiofenil-disialico al donante sialil-fosfato de dibutilo; y luego
afadiendo un segundo disacarido Neu5Aca(2—9)Neu5Ac a la mezcla de reaccion y permitiendo que una segunda
reaccion de acoplamiento produzca un tetrasialdsido (Neu5Aca(2—9)Neu5Ac)..

La invencion comprende la preparacion de un octosialosido (NeubAca(2—9)NeuSAc)s. En algunos aspectos, el
octosialdsido comprende un antigeno sintético para Neisserian meningitidis. En algunos aspectos, el octosialésido
comprende, ademas, un grupo azido alquil-pentilo en el extremo reductor adecuado para conjugar el octosialésido a
una proteina o péptido.

El método comprende la sintesis a-selectiva de acidos polisialicos a(2—8)/a(2—9) alternativos: poniendo en
contacto primero el donante de sialil-fosfato de dibutilo N-acetil-5-N,4-O-carbonilo-protegido con un aceptor de
tiotiésido adecuado en una reaccion durante un tiempo adecuado para producir un primer acido disialico a(2—8) con
un grupo labil SPh en el extremo reductor; a continuacion transfiriendo este acido tiofenil-disialico al donante de
sialil-fosfato de dibutilo; y luego afiadiendo uno o mas disacaridos que comprenden acido disialico a(2—9) v,
opcionalmente, un segundo acido disialico a(2—8) a la mezcla de reacciéon y permitiendo que una serie de
reacciones de acoplamiento adicionales produzcan uno o mas acidos tetra-, hexa-, octa- u otros acidos poli-sialicos
a(2—8)/a(2—9) alternativos.

También se describe un método que comprende una sintesis programable en un solo recipiente de oligosacaridos:
determinando un valor reactivo relativo (RRV) de un disacarido sialilado sintético; y programando una secuencia
para la sintesis de un polisacarido sialilado, en el que la reactividad de un disacarido sialilado se determina por el
segundo residuo del disacarido. Los bloques de construccion de disacaridos de sialilo comprenden uno o mas del
grupo que consiste en Neu5Aca(2—3)Gal, Neu5Aca(2—6)Gal, Neu5Aca(2—6)GalNAc, Neu5Aca(2—9)Neu5Ac y
Neu5Aca(2—8)Neu5Ac.

También se describe un método que comprende el ensamblaje de un banco de sialésidos utilizando bloques de
construccion de disacaridos de sialilo que comprende acido N-acetil neuraminico (Neu5Ac). El banco de sialdsidos
comprende receptores de proteinas hemaglutinina (HA) del virus de la gripe. El método comprende ademas:
inmovilizar una pluralidad de miembros del banco de sialésidos en una matriz.

También se describe un banco que comprende una pluralidad de polisacaridos de sialilo, en donde los polisacaridos
se sintetizan a partir de bloques de construccion de disacaridos de sialilo generados por acoplamiento del donante
de sialil-fosfato de dibutilo N-acetil-5-N,4-O-carbonilo-protegido con un aceptor adecuado.
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En algunos aspectos, los bloques de construccion de disacaridos de sialilo comprenden uno o mas del grupo que
consiste  en Neu5Aca(2—3)Gal, NeubAca(2—6)Gal, Neu5Aca(2—6)GalNAc, NeubAca(2—9)NeubAc vy
Neu5Aca(2—8)Neu5Ac. Uno o mas de los polisacaridos de sialilo corresponden a sialdsidos a(2—3) o a(2—6) que
se producen de forma natural. Los polisacaridos de sialilo se unen a proteinas hemaglutinina (HA) del virus de la
gripe. En algunos aspectos, los polisacaridos de sialilo se unen a un patégeno, un agente infeccioso, un marcador
de células cancerigenas, un virus, una bacteria o un hongo.

También se describe un método para detectar la unién a un sialésido, comprendiendo el método inmovilizar una
pluralidad de polisacaridos de sialilo, en el que los polisacaridos se sintetizan a partir de bloques de construccién de
disacaridos de sialilo generados por acoplamiento del donante de sialil-fosfato de dibutilo N-acetil-5-N,4-O-carbonilo-
protegido con un aceptor adecuado, en sitios discretos en una matriz; poner en contacto la matriz con una muestra
de la que se sospecha que contiene un agente que se une a un sialésido en la matriz; detectar una reaccion de
union en la matriz; y determinar la presencia o ausencia del agente basado en la deteccion de una reaccion de union
en la matriz. En algunos aspectos, el sialdsido en la matriz comprende un glicano que se encuentra en un receptor
de la superficie celular. En algunos aspectos, el agente comprende una glicoproteina de superficie de un patégeno o
un fragmento activo de la misma.

En algunos aspectos, el agente comprende una proteina hemaglutinina de la gripe o un fragmento activo de la
misma. La proteina hemaglutinina de la gripe o un fragmento activo de la misma comprende un virus natural. La
proteina hemaglutinina de la gripe o un fragmento activo de la misma comprende una proteina HA recombinante, un
polipéptido o una variante activa de la misma.

En algunos aspectos, la matriz comprende a(2—3) y a(2—6) sialésidos de longitudes variables. El patron de unién
en la matriz es distintivo de una cepa de virus de la gripe. La cepa del virus de la gripe se selecciona del grupo que
consiste en HIN1, H3N1, H3N2, H5N1, H5N2, H7N7 y HON2. El perfil de unién de la proteina HA o fragmento de
una cepa del virus de la gripe depende de la secuencia o la longitud de los a(2—3) y a(2—#6) sialésidos. En algunos
aspectos, la cepa del virus de la gripe se selecciona del grupo que consiste en Cal/09 H1N1 pandémica,
Brisbane/59/2007 (Br/59/07) estacional, HIN1/New Caledonia/1999 (NC/99), Brisbane H3N1 y NIBRG-14 (H5N1),
Br10 (H3N2), Cal07 (H1N1) H5 (Vietnam 1194/2004 y CHA5), WSN (H1N1) 1933 y A/Puerto Rico/8/34 (H1N1):virus
de la gripe cepa PR8.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Los siguientes dibujos de esquemas y figuras forman parte de la presente memoria descriptiva y se incluyen para
demostrar adicionalmente determinados aspectos de la presente descripcion, cuyas invenciones se puede entender
mejor por referencia a uno o mas de estos dibujos en combinacion con la descripcion detallada de realizaciones
especificas presentadas en esta memoria.

El Esquema 1 muestra la Sintesis escalonada del trisacarido 28 a(2—6)-enlazado al receptor de HA de la gripe.
#Reactivos y Condiciones: (a) 6a (1,5 equiv), 13 (1,0 equiv), TMSOTf (1,5 equiv), 4A MS, CH,Cly, -78°C; (b) 14 (1,2
equiv), 27 (1,0 equiv), NIS (2,0 equiv), TMSOTf (0,5 equiv), 4A MS, CH,Cl,, -40°C.

El Esquema 2 muestra la Sintesis en un Solo Recipiente de los Trisacaridos a(2—3)- y a(2—6)-Enlazados a
Receptores de HA de la Gripe y Tetrasacarido del Epitopo DSGG. Reactivos y Condiciones: (a) 6a (1,5 equiv), 4A
MS, TMSOTT (1,5 equiv), -78°C, CHxCly; (b) -78°C — -40°C. (c) NIS (1,2 equiv), global 80% para 28, a solamente;
79% para 29, a solamente; 57% para 30, a solamente.

El Esquema 3 muestra la Sintesis en un Solo Recipiente de los Hexasacarido SSEA-4. Reactivos y Condiciones: (i)
TMSOTf, MS 4A, CH,Cly, -78°C; (ii) NIS, global 78%,; (i) (a) NaOMe, MeOH (b) Zn, AcOH, THF;(c) Ac,0, piridina,
DMAP (d) NaOH 0,1 N, (e) Pd(OH)z, Hz, THF: MeOH:AcOH:H>0 = 10:8:1:0,7 (v/v)

El Esquema 4 muestra la sintesis del Disacarido 33. Reactivos y Condiciones: (a) TMSOTf, NIS, CH,Cl»/H20 (9:1),
0°C, 75%,; (b) K2CO3, CCI3CN, 65%; (c) TMSOTF, MS 4A, -40°C, 60%,; (d) DDQ, CH2Cl»/H,0 (9:1), 96%.

El Esquema 5 muestra la sintesis de Bloques de Construccion de Disacaridos a(2—9)-enlazados. Reactivos y
Condiciones: (a) fosfato de dibutilo, NIS, TfOH, CH2Cl,, 0°C, 96%; (b) TMSOTf, CH2Cl./MeCN, -78°C, 1 h, 80%; (c)
tiourea, 2,6-lutidina, DMF, 60°C, 12 h, 82%; (d) Ac.O, Piridina, DMAP, CH,Cl,, -50°C, 5 h, 80%; (e) fosfato de
dibutilo, NIS, TfOH, CH2Cl;, 0°C, 3 d, 73%.
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El Esquema 6 muestra la sintesis de Acido Octasialico a(2—9).
El Esquema 7 muestra la sintesis de derivados de acido di-, tri-, tetra-, hexa-, octa-sialico.
El Esquema 8 muestra la sintesis de acidos polisialicos a(2—8)/a(2—9) alternativos.

El Esquema 9 muestra la Glicosilacion en un Solo Recipiente basada en la reactividad de Pentasacarido 75.
Reactivos y Condiciones: (1). NIS, TfOH, tamices moleculares 4A, CH,Cly, -78°C; (2). NIS, TfOH, -20°C a TA.

La Figura 1Amuestra las estructuras de O-glicanos Sialilados STn, 2,3-STF, Glicoforina y 2,6-STF. La Fig. 1B
muestra estructuras de sialosidos que fueron esparcidos sobre el portaobjetos de vidrio para crear una matriz de
sialosidos para estudios de unién a HA de la gripe.

La Figura 2 muestra patrones de union diferenciales de HA de los virus H1N1, H3N2, H5N1, H7N7 y HON2.

La Figura 3 andlisis de las matrices de glicanos de los cuatro virus investigados. Las sefiales de unién se muestran
como medias de manchas duplicadas 100 uM por mancha. Cada uno de los experimentos se repitié dos veces. Las
matrices consistian en veintisiete sondas de oligosacaridos sialilados, impresos en portaobjetos de vidrio recubiertos
con NHS (NHS: N-Hidroxi-Succinimida). Los diversos tipos de enlace de acido sialico terminal se indican mediante
los paneles de colores segun se define en la parte inferior de la figura.

Las Figuras 4A-4B muestran perfiles de union de mutante HA de glicosilacion. (4A) Se predijeron nueve sitios de
glicosilacion utilizando H5 como un ejemplo. Se confirmd que los sitios de glicosilacion predichos en recuadros
grises estaban glicosilados utilizando LCMS. Se confirmé que los sitios en recuadros en blanco no estaban
glicosilados y el del recuadro rayado puede estar parcialmente glicosilado. Mutantes de glicosilacion fueron creados
cambiando Nx(T/S) por NXA. (4B) Patrones de unién de azlcar de mutantes de glicosilacién individuales.

La Figura 5 muestra espectros de CD que demostraron que A170 exhibe una estructura secundaria similar a la de
HA de tipo salvaje, mientras que la estructura secundaria de A27 se cambia.

La Figura 6 muestra la Kp de HA de la gripe de SOV y gripe estacional hacia a2,6-sial6sidos.

Figura 7 muestra sialdsidos en la matriz y los valores Kp (nM) de mutantes de glicosilacion de HA para sial6sidos
individuales.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En la siguiente descripcion detallada de realizaciones de la presente descripcion, se hace referencia a los dibujos
adjuntos, en los que referencias similares indican elementos similares, y en los que se muestra a modo de ilustracion
realizaciones especificas en las que puede ponerse en practica la presente descripcion. Estas realizaciones se
describen con suficiente detalle para permitir a los expertos en la técnica poner en practica la presente descripcion.
La siguiente descripcion detallada no debe tomarse, por lo tanto, en un sentido limitativo.

La memoria descriptiva describe un método eficiente para la sintesis de un donante de sialil-fosfato a partir de
tioglicdsido de sialilo y su uso para la preparacion de bloques de construccion de disacaridos estereoquimicamente
definidos, incluyendo Neu5Aca(2—3)Gal, Neu5Aca(2—6)Gal, Neu5Aca(2—6)GalNAc, Neu5Aca(2—9)NeubSAc y
Neu5Aca(2—8)Neu5Ac, que fueron utilizados subsiguientemente para la sintesis eficiente de sialésidos a (2—3) y a-
enlazados, incluyendo receptores de hemaglutininas, tetrasacarido de epitopo DSGG de antigeno asociado a
carcinoma de células renales, antigeno embrionario especifico de fase-4 (SSEA-4) y acidos oligosialicos. Este nuevo
donante de sialilo y bloques de construccion de disacarido de sialilo se utilizaron adicionalmente en el ensamblaje de
un banco de sialésidos, que después se utilizé para preparar una matriz de glicanos para estudiar el perfil real de
union del virus de la gripe y el efecto de glicosilacion de la hemaglutinina (HA) de su interaccion con aceptores de
sialdsidos.

Donante de N-acetil Sialil Fosfato de Dibutilo.
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Tal como se ha descrito previamente, la preparacion de donantes de sialil-fosfato provino de la oxidacién del
correspondiente sialil-fosfito’®’®. Desafortunadamente, se observd una deficiente eficiencia cuando estos
compuestos de fosfato fueron investigados como donantes de sialilo, que resultaron en un bajo rendimiento y una
selectividad a disminuida’®. Por otra parte, en contraposicion con el donante de sialil-fosfato, se han utilizado otros
donantes de fosfatos de gllcosno tales como Ios de fucosa, manosa, galactosa, glucosa y glucosamina en la
construccion de O g|ICOSIdOS y CglICOSIdOS , Y especialmente en la sintesis en fase solida automatizada de
ollgosacarldos ®. Debido a que grupos labiles a base de fosfato pueden ser activados selectivamente en presencia
de tioglicdsido, es deseable explorar la sintesis y la utilidad de donantes de sialil-fosfato. Sorprendentemente, sialil-
fosfato de dibutilo 2 se puede sintetizar con un alto rendimiento (94%) mediante el tratamiento de donante de
tiosialésido 1 y fosfato de dibutilo comercialmente disponible en presencia de N-yodosuccinimida y acido
trifluorometanosulfonico (triflico) catalitico (NIS/cat. TFOH) a 0°C en CH.CI; (Tabla 1, entrada 1-2). La reaccion se
completé en 5 h para dar una mezcla de anémeros a y R. El sialil-o-fosfato 2a y sialil-B-fosfato 2b se pueden separar
facilmente por cromatografia en columna de gel de silice y ambos son estables a -20°C durante varios meses.

Tabla 1. Sintesis de Donantes de Sialil-Fosfato N-acetilo, N-TFA, N-acetil-5N,40O-carbonilo-protegidos
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Q
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Rendimiento aislado. °Determinado mediante analisis 'H-RMN de la mezcla de reaccion

Las propiedades de los donantes de glicosilo de S|aI|I-cx-fosfato 2a se sometieron inicialmente a ensayo mediante
acoplamiento con aceptor de galactopirandsido 7% que porta un grupo OH libre en la posicion 6 y un grupo labil
tiocresol (Tabla 2). A una mezcla en agitacion de 2a (1,5 equiv), 7 (1,0 equiv) y MS 4A en CH3CN a -40°C bajo
argon, se afnadiod trifluorometanosulfonato de trimetilsililo (TMSOTTf; 1,5 equiv). La reaccion se completdé en 5 min, y
el producto de glicosilacion 8 se obtuvo en un rendimiento de 74% con una relacion o/ de 5:1 (entrada 1). A
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continuacion, también se evalud la glicosilacion de sialil-B-fosfato 2b y aceptor 7 en las mismas condiciones de
reaccion. Sin embargo, cuando se utilizé un equivalente de TMSOTT, una parte de -fosfato 2b no se activo, incluso
con un tiempo de reaccion prolongado. Después de la adicion de otro equivalente de TMSOTT, el donante de -
fosfato 2b se consumié completamente y produjo el disacarido deseado 8 en un rendimiento de 75%, aunque con
una ligera disminucion en la selectividad a (entrada 2). Estos resultados son consistentes con el hecho de que el
donante de glicosilo ecuatorial es mas reactivo que su contraparte axial®*

Tabla 2. Glicosilacién de Donantes de Sialil-Fosfato N-acetilo, N-TFA, N-acetil-5N,40-carbonilo-protegidos

P one §OOMe
RHHN o,
Ohc gap. | OnTY
B O THMESOTE
2a2bdac 6 * mmé&'&.eml T —— 8 R=pc B207 20
Bow MeCM, -40°C '
7 aco, PP g COOMe
S
LT n]
m o Ted
a
10 B207 gz
Entrada donante de sialil-fosfato disacarido TMSOTH equiv) relacion a/B® rendimiento®
] g b 1.0 5:1 T
2 2h & 2.0 4:1 T5%
3 4a 9 1.0 &1 9T
4 o 10} 1.0 15:1 Q6%

“Rendimiento aislado. °Determinado mediante analisis 'H-RMN de la mezcla de reaccion

Donantes de Sialil-Fosfato de Dibutilo N-trifluoroacetil y N-acetil-5-N,4-O-Carbonilo-Protegidos

Se ha resenado que el reemplazo del grupo acetamido C-5 de sialil-fosfato con el grupo azida"® o

trifluoroacetamido™ mejoro en gran medida tanto la selectividad a como la react|V|dad Utilizando esta estrategia,
los autores de la invencion sintetizaron N-TFA sialil-fosfato 4 a partir del tiosialosido 3"® bajo las condiciones arriba
mencionadas (Tabla 1, entrada 3-4). Para la comparacion con 2a, a-4a y B-4b los andbmeros se separaron y aceptor
7 se glicosil6 con 4a bajo promocion de TMSOTf a -40°C en MeCN. Los resultados demostraron de hecho un
rendimiento (97%) y selectividad a muy mejorados (relacién a/3 de 8:1) (Tabla 2, entrada 3). Dado que se demostré
que los tiosialdsidos con protecciones N-acetil-5-N,4- O-carbonilo?’ o 5-N,4-O-carbonilo?®, dan una alta selectividad o
y excelentes rendimientos hacia diferentes aceptores, los autores de la invencion deC|d|eron someter a ensayo un
nuevo donante de sialil-fosfato con protecciéon N-acetil-5-N, 4-O-carbon|Io ya que el grupo oxazolidinona podria ser
escindido bajo condiciones suaves dejando intacta la acetamida®®. El compuesto 5 se transformé en donante de
fosfato de dibutilo 6 en un rendimiento casi cuantitativo (Tabla 1, entrada 5-6); el anémero a de tiosialdsido dio mas
producto a fosfato (Tabla 1, entrada 1-4).

El compuesto 6, sin separacion de la mezcla a, B, se acopl6 al aceptor 7 bajo promocién de TMSOTf en CH3CN a -
40°C para dar el disacarido 10 con un rendimiento muy alto (96%) y selectividad a marcadamente mejorada (relacion
a/f de 15:1) (Tabla 2, entrada 4). Los autores de la invencion también observaron que la proteccion N-acetil-5-N,4-
O-carbonilo potenciaba la reactividad de 6, dado que la mezcla de a- y B-fosfato fue completamente activada con
solamente un equivalente de TMSOTH.

Efectos de los Grupos Labiles y Sistemas de Disolventes en Selectividad a de Donantes de Saililo N-acetil-5N,40-
carbonilo-protegidos

Para estudiar la influencia de diferentes grupos Iablles en el donante de sialil-fosfato N-acetil-5-N,4-O-carbonilo-
protegido 6 y sus homologos toliltio y feniltio, 5 y 5¢?’® fueron examinados mediante acoplamiento con el hidroxilo
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primario del aceptor de glucosa 11 en CHCl, a -40°C (Tabla 3). A partir de los resultados de la Tabla 3, el donante
de fosfato 6 mostréo una mayor selectividad a (entrada 3) que 5 (entrada 1) y 5¢c (entrada 2). Ademas, solo se
requieren 5 min para la complecion de la reaccion en comparacion con 30 miny 2 h para 5 y 5¢, respectivamente. A
continuacion, con el fin de conocer el efecto del disolvente sobre las propiedades donantes de glicosilo del donante
de fosfato 6, los autores de la invencidon sometieron a ensayo su reaccion con el aceptor 11 en MeCN y CHCly,
respectivamente (entradas 3 y 4), y se encontré que cuando el disolvente se cambio de MeCN a CHCl,, el
rendimiento mejoré de 80% a 92% y la relacién a/f también se mejoré en gran medida de 7:1 a 13:1. Un efecto
nitrilo no se observo en este caso. En resumen, estos resultados demostraron que la conversion del grupo labil
sulfuro de 6 en fosfato de dibutilo mejord la selectividad a y la reactividad.

Tabla 3. Comparacion de la Glicosilacién Utilizando Donantes de Acido Sidlico N-acetil-5-N, 4-O-Carbonilo Protegido
con Grupos Labiles Tiofenilo, Tiocresol y Fosfato de Dibutilo
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“Donante (1,3 equiv), aceptor (1,0 equiv); ® NIS (2,0 equiv), TfOH (1,0 equiv), TMSOTTf (1,3 equiv); la Glicosilacién de
5 fue lenta cuando se utilizé una cantidad catalitica de TfOH; ° Rendimiento aislado; 4 Determinado mediante analisis
"H-RMN de la mezcla de reaccién

Sintesis alfa-selectiva de Bloques de Construccion de Disacaridos Neu5Aca(2—6)Gal y Neu5Aca(2—3)Gal.

Los autores de la invencion centraron primero su estudio sobre la identificacion de aceptores adecuados para la
sintesis a-selectiva de bloques de construccion de disacaridos con enlace Neu5Aca(2—6)Gal. Con el fin de facilitar
la formacion del enlace 3 deseado mediante la utilizacion de la participacion del grupo vecino en la glicosilacion
subsiguiente, era deseable instalar el grupo éster de benzoilo en C-2 de los aceptores de galactosa. Para su
sorpresa, la glicosilacion del aceptor tiogalactosido 4,6-dihidroxi 13% con donante de sialil-fosfato 6a en presencia de
TMSOTTf (1 eq de donante) en CH2Cl, a -78°C dio el disacarido Neu5Aca(2—6)Gal 14 como un Unico producto a en
un rendimiento de 85% (Tabla 4, entrada 1). La configuracion a se confirm6 mediante el acoplamiento constante de
3 Jer Hea. Los autores de la invencion centraron luego su atencion a la sintesis del disacarido Neu5Aca(2—3)Gal, que
es mas dificil, debido a la posicion C-3 menos reactiva del aceptor de galactosa. Al principio, se utilizé tolil-4,6-
bencilidina-1-tio-3-D- galactoplran03|do 15 (Tabla 4, entrada 2) como aceptor debido a que se demostré
previamente una mejor selectividad a'***'. Bajo promocion de TMSOTf a -78°C en CH,Cly, la glicosilacion del
aceptor 15 (1.5 equiv) con donante de S|aI|I-fosfato 6a (1,0 equiv) dio el producto a principal 16 en un 41%, junto con
39% de producto secundario (compuesto 5) que se formo a partir de una reaccion de transferencia de aglicona. Para
eliminar la transferencia de aglicona, los autores de la |nvenC|on introdujeron el grupo benzoilo eliminador de
electrones en C-2 de 15 para reducir la reaccién secundaria®’. Ademas, el éster de benzoilo en la posicién C-2
deberia fomentar la glicosilacion B-selectiva a través de la part|C|pacic’>n de grupos vecinos. De hecho, se obtuvieron
un alto rendimiento (83%) y eI producto a-anomérico cuando se utilizé el aceptor tolil-2-O-benzoil-4,6-bencilidina-1-
tio-B-D-galactopiranésido 17%, con solo el 5% del producto de transferencia (entrada 3). Este bloque de construccion
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de disacarido a(2—3)-enlazado con un grupo labil adecuado en el centro anomérico de galactosa se puede utilizar
directamente en la siguiente glicosilacion sin la necesidad de proteger la manipulacion de grupo.

Tabla 4. Resultados de la Sialilacién Utilizando Sialil-Fosfato N-acetil-5-N,4-O-Carbonilo Protegido 6a
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Los autores de la invencion también observaron que la reactividad entre 6a y 6b no se percibia a -40°C, mientras
que la diferencia es notable a -78°C. Para investigar las diferencias de reactividad entre a- y p-fosfatos, los autores
de la invencion separaron entonces la mezcla de 6a y 6b y los acoplaron con aceptor de galactosa 17,
respectivamente (Tabla 5). En presencia de 1,0 equivalente de TMSOTf, el B-fosfato 6b no prosiguié a una
activacion completa hasta que la temperatura se incrementd a -50°C (entrada 2), mientras que el donante de a-
fosfato fue completamente activado a -78°C (entrada 1). En ambos casos, el rendimiento del producto de
glicosilacion 18 es similar, pero la selectividad a disminuy6 en el caso de B-fosfato 6b. Los resultados demostraron
que la temperatura es un factor importante para controlar la selectividad a de sialilacién con donante de sialil-fosfato
6. Ademas de ello, la diferencia en la reactividad entre sialil a-fosfato 6a y -fosfato 6b es menor que otros fosfatos
de glicosilo; por ejemplo, el galactosil a-fosfato solamente se activd a una temperatura superior a -20°C, mientras
que galactosil B-fosfato se activo facilmente a -78° c*

Tabla 5. Comparacién de las Reactividades entre Sialil-a-Fosfato 6a y Sialil-B-Fosfato 6b

o
)
AcO A-::D C CO0Me %sm
TMSOTT
Bao 6b + 1IFT ———————— = AGN WSTDI Ao G o Bz
CH,Cl,, 0
78°C o -50°C Ach COOMe
O //L_Fo
Entrada Donante Tiempo de Reaccion T(°C)  Rendimiento® 18:18b°
1 6a 5 min -78°C 83% 18 solo
2 6b 5 min -50°C 82% 10:1

# Rendimiento aislado; ® Determinado mediante analisis '"H-RMN de la mezcla de reaccion

Sintesis a-Selectiva del Bloque de Construccion de Disacarido Neu5Aca(2—6)GalNAc.

Las versiones sialladas de las estructuras de nucleo O-glicano Tn (GalNAca(1—1)Ser/Thr) y TF
(GaIB(1—>3)GaINAccx(1—>‘I)Ser/Thr) estan altamente expresadas en muchos tipos de tumores humanos, incluyendo
el de colon, mama, pancreas, ovario y estomago La sintesis de antlgenos sialilados O-enlazados tales como STn,
2,6-STF, 2,3-STF y glicoforina (Figura 1) es un reto, porque la reaccion de S|aI|IaC|on a menudo damezclas ay B, y
son indispensables separaciones tediosas para obtener el producto a deseado™ Después del analisis de sus
estructuras, son esenciales dos bloques de construccion L y M (Figura 1). Despues de haber llevado a cabo la
sintesis del bloque de construccion NeuAca(2—3)Gal M, los autores de la invencion estan interesados en la sintesis
del bloque de construcuon NeuA50cx(2—>6)GaINAc L. Al utilizar el concepto de "sintesis de casete", tal como se ha
descrito prewamente 435 los autores de la invencion sintetizaron el aceptor GalNAc 19 y 21 con los grupos OH C-3 y
C-6 y fijaron el espamador en el centro anomérico a través de enlaces a y 3, respectivamente (Tabla 4, entrada 4 y
5). Asi, después de la sialilacion en 6-OH, el producto se alargaria directamente desde la posicion C-3 sin proteger
la manipulacién del grupo. Por consiguiente, la sialilacion de 19 (1,0 equiv) con donante de sialil-o-fosfato 6a (1,0
equiv) a -78°C proporciond el disacarido 20 en un rendimiento de 71% y sélo se obtuvo producto a, junto con 13%
de trisacarido 3,6-disialilado y 9% de subproducto de 2,3-eliminacion (Tabla 4, entrada 4). Otra sialilacion utilizando
21 como el aceptor, el disacarido 22 se logré en un rendimiento de 70%, junto con 14% de trisacarido 3,6-disialilado
y 8% de subproducto de 2,3-eliminacion (Tabla 4, entrada 5). Esta reaccion de acoplamiento altamente a-selectivo
eliminoé la separacién de estereoisémero que consume tiempo. Lo mas importante, bloques de construccion de
disacaridos de este tipo podrian utilizarse como materiales de partida para la preparacion de otros antigenos
sialilados O-enlazados.

Protocolo de un solo recipiente a-estereoselectivo.

Al lograr con éxito la sintesis estereoselectiva de disacaridos Neu5Aca(2—3)Gal, Neu5Aca(2—6)Gal y
Neu5Aca(2—6)GalNAc, los autores de la invencion dirigieron su atencion hacia el desarrollo de un protocolo de un
solo recipiente para la sintesis convergente y a-selectiva de sialosidos. La sintesis escalonada del trisacarido de
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unién 28 al virus de la gripe con el enlace Neu5Aca(2—6)Gal se investigd primero (Esquema 1). Después de la
sintesis de disacarido 14 con un rendimiento del 85% de acuerdo con las condiciones antes mencionadas, la
glicosilacion de C-4 OH del aceptor de GIcNAc 27 se logré con un rendimiento de 77% bajo la promocion de
NIS/TMSOT, junto con 16% de subproducto ortoéster 35. El rendimiento total de las dos reacciones es de
aproximadamente 66%. En esta etapa, diversos promotores tales como NIS/T fOH36, DMTST37, BSP/T f2038, p-
TolSCP* fueron sometidos a ensayo y NIS/TfOH dio el mayor rendimiento. Como resultado, los autores de la
invencion seleccionaron NIS/TfOH como el promotor para la segundo glicosilacion en el desarrollo del protocolo de
un solo recipiente.

A continuacion, se examind una sintesis en un solo recipiente de trisacaridos 28 (Esquema 2). El tratamiento del
primer aceptor 13 (1,0 equiv) con donante de sialil-o-fosfato 6a (1,5 equiv) bajo condiciones mencionadas
anteriormente dio el disacarido 14. A continuacién, afadiendo el segundo aceptor 27 sin la necesidad de anadir
TfOH, la segunda reaccién de acoplamiento prosiguio en el espacio de 30 min con la adiciéon de sélo 1,2 equiv de
NIS para proporcionar el trisacarido 28 con un rendimiento (80% basado en el segundo aceptor) y selectividad a
excelentes. Se realiz6 un estudio paralelo mediante el ensamblaje de trisacaridos a(2—3)-enlazados 29. También se
obtuvo un rendimiento y una selectividad a excelentes (79%). De manera notable, el rendimiento de la reaccion
global aumenté en estas reacciones de glicosilaciéon de un solo recipiente en comparacién con el proceso
escalonado, probablemente debido a una menor cantidad de subproducto ortoéster 35 encontrado en estas
reacciones de un solo recipiente y, por ofra parte, se omitid el aislamiento de los disacaridos intermedios 14 y 18.
Esta es la primera glicosilacion a-selectiva de sialilaciones (2—6) y (2—3). Ademas, el tetrasacarido epitopo DSGG>°
de antigeno asociado a carcinoma de células renales 30 también fue ensamblado utilizando el mismo protocolo en
un solo recipiente, en el que el disacarido Neu5Aca(2—6)GalNAc 22 con hidroxilo C-3 se utilizd como el segundo
aceptor. Del mismo modo, la reaccion transcurrié sin problemas y proporciond el tetrasacarido 30 en rendimientos de
57% con producto a. El rendimiento disminuido era debido a la hidrdlisis del enlace glicosidico entre GalNAc y el
enlazador de disacarido 22.

Sintesis en un Solo Recipiente de Antigeno Embrionario Especifico de fase-4 (SSEA-4, 31).

Monosialosil globopentaosilceramida, SSEA-4, que funciona como antigeno asociado a tumores*’ y receptor
bacteriana o viral*' contiene un resto Neu5Aca(2—3)Gal en su extremo no reductor. Aunque la sintesis de SSEA-4
ha sido lograda por el grupo de Hasegawa® y Schmidt*® a través del método quimico y el grupo de Huang** a través
del método quimio-enzimatico, el hexasacarido 32 protegido se puede ensamblar de manera mas eficiente aqui a
partir de sialil-fosfato 6a (1,5 eq.), disacarido 33 (1,0 eq.) y trisacarido 34 (0,6 eq.) de una manera en un solo
recipiente (Esquema 3). Esta estrategia utilizaba disacarido 33 como el primer aceptor en el que el galactésido no
reductor poseia los mismos grupos protectores que el compuesto 17 con el fin de preservar la estereoselectividad a
tras la sialilacion. El trisacarido 34 ha sido descrito por este grupo previamente en el que el dificil enlace
GalB(1—4)Gal se instalo con antelacion®.

El Esquema 4 muestra el proceso para la preparacion de disacarido 33. El donante de glicosilo 37 3-O-PMB-
protegido se puede preparar faciimente a partir de 35. La glicosilacion de tioglicosido 38 por 37 produjo el disacarido
39 con un rendimiento de 60%, y después de la separacion del grupo p-metoxibencilo en C-3 por DDQ condujo al
aceptor de disacarido 33.

Sintesis a-Selectiva de Blogues de Construccion de Disacaridos Neu5Aca(2—8)Neu5Ac y NeuS5Aca(2—9)NeubSAc.

Los dimeros Neu5Aca(2—8)Neu5Ac y NeuSAca(2—9)NeuSbAc son unidades de acidos polisialicos lineales que
desempefian papeles importantes en las funciones biolégicas en la superficie celular*®; el dimero
Neu5Aca(2—8)Neu5Ac es también un constituyente importante de los gangliésidos tales como GD2, que es un
antigeno de cancer bien conocido y ha sido considerado como un objetivo atractivo para el disefio de vacunas®’. Es
valioso el desarrollo de un proceso eficaz para la sintesis de los bloques de construccion de disacaridos a(2—8) y
a(2—9) para la construccion de estructuras mas complejas. Recientemente, Takahashi y colaboradores informaron
que el acoplamiento de un donante de acido sialico 5-N,4-O-carbonilo protegido y un aceptor mostré una excelente
selectividad o®®* % Al utilizar el enfoque relacionado, Neub5Aca(2—8)NeuSAc estereoquimicamente puro fue
sintetizado mediante el acoplamiento del donante de sialil-a-fosfato (1,0 equiv) 6a con aceptor de 7,8-dihidroxi
tiosialésido 407 (1,0 equiv) bajo la promocion de TMSOTf a -78°C (Tabla 4, entrada 6). Se observa que el
disacarido 41 se descompuso facilmente cuando la reaccion se inactivd mediante la adicién de EtsN (rendimiento
solo el 15%). Por otro lado, utilizando una base suave tal como NaHCO3 no causaria el problema y daria lugar a un
mejor rendimiento. Ademas, bajo las mismas condiciones, Neu5Aca(2—9)Neu5Ac 43 (Tabla 4, entrada 7) se obtuvo
un rendimiento elevado mediante el acoplamiento de 6a con el aceptor 7,8,9-trihidroxi tiosialésido 427"® Para esta
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reaccion, los autores de la invencién observaron solamente un solo producto en la placa de TLC, cuando se terminé
la reaccion. Pero después de cromatografia en columna de gel de silice, el rendimiento se redujo debido a la
descomposicion de algunos productos en productos secundarios no caracterizados.

Sintesis de Tetrasial6sidos a(2—9).

Los autores de la invencion han informado previamente de una sintesis a-especifica de acido trisialico a(2—9)-
enlazado mediante el uso de C5-azido sialil fosfito como donante y Cb5-azido tiosialésido como aceptor para
propormonar el disacarido a(2—9) que se sialilé adicionalmente mediante glicosilacion ortogonal para dar el
trimero'*. Sin embargo, la amplia aplicabilidad de este método estaba limitada debido a las propiedades inestables
del compuesto Cb-azido sialil fosfito. Por otro lado, Lin y colaboradores desarrollaron otra estrategia de sintesis
ut|||zando el donante C5-TFA sialil fosfito y el aceptor C5-TFA tiosialésido para la sintesis de acido oligosialico
a(2, 9) . Después de una sialilacion iterativa, acetilacion, desproteccion de tiocresol y la formacién de fosfito, se
sintetizd el pentasialdsido. Sin embargo, la selectividad a disminuyé cuando se alargaba la cadena de azucar.
Recientemente, Takahashi también |nf0rmo de un método alternativo para la sintesis a-especifica de trisialésido
a(2—9) e o tetrasialdsido cx(2—>9) utilizando tiosialésidos 5N,40-carbonilo protegidos. La secuencia del
ensamblaje era del extremo reductor al extremo no reductor, y esta estrategia proporciond la oportunidad de alargar
estereoselectivamente la cadena de azlcar de un residuo a la vez con el producto que se esta utilizando
directamente en la siguiente glicosilacion después de la desproteccion selectiva del grupo protector en la posicion
C8 o0 C9.

En esta memoria, los autores de la invencidon desarrollaron una estrategia alternativa para la sintesis de
tetrasialdsidos a(2—9) a octasialésidos a(2—9) a través del donante de sialil-fosfato 5N,40-carbonilo protegido.
Debido a la razén mencionada anteriormente de que el disialésido a(2—9) 43 se descompuso después de
cromatografia en gel de silice, los autores de la invencion sintetizaron el compuesto 45 a partir del donante 44. Las
posiciones C7, C8 y C9 de 44 fueron protegldas por el grupo cloroacetilo que se demostré previamente que potencia
la reactividad del donante acido sialico'***®“°. La reaccién se realizé sin problemas y proporciond el producto
disialésido 47 como Unico isdmero a en un rendimiento de 80%, y no se observo el problema de la descomposicion.
Los grupos cloroacetilo de los sialésidos a(2—9) 47 en el C7, C8 y C9 se separaron para producir 48 como aceptor
para la siguiente glicosilacion. Ademas, el tiofenol anomérico del disacarido acetilado 49 se cambi6 a fosfato de
dibutilo, para producir el disacarido 50 como donante para la siguiente glicosilacion (Esquema 5). Esta conversion
prosigui6 hasta la complecién en 3 dias con un rendimiento de 73%.

Los disacaridos de 48 y 50 se acoplaron para formar el derivado tetrasialésido la a(2—9). La Tabla 6 muestra los
resultados de la glicosilacion llevada a cabo en diferentes condiciones de reaccion. Se obtuvo el mayor rendimiento
cuando se utilizé el co-disolvente CH,Cl2/CH3CN. Sorprendentemente, los autores de la invencién soélo detectaron el
isbmero a en estas reacciones, y el producto secundario principal es el aceptor no consumido que puede ser
recuperado para su reutilizacion. Este es el primer ejemplo de que el donante de acido disidlico proporcioné el
producto de glicosilacion a solo. La ventaja de este método es que el producto del derivado tetrasialdsido a(2—9)
puede ser directamente objeto de derivaciones similares a las anteriores para sintetizar octasialésido a(2—9).

Tabla 6. Sintesis de Acido Tetrasidlico a(2—9) 51 en diferentes condiciones.
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Claz ol CogMe

Disacarido 50 + Disacarido 48 TMEQTY
(Donante) (Aceptor)

Donante  Aceptor  Promotor  Disolvente  Temperatura Tiempo Rendimiento

ENrada  (equiv)  (equiv)  (equiv) ) (hora) ~ de 51
1 1.0 2.0 1.0 CHACLCHCN ) 3 38
2 1.0 1.5 1.0 CHAOMN =) 1 nid
3 10 1.1 L0 CAllCN 78 1
4 1.0 1.1 1.0 CHACLCHZCN -TE 1.5 ]
5 1.0 1.3 20 CHOLICHON =78 4 56
f 1.0 1.5 1.0 CHACls TR 2 =

Sintesis de acidos polisialicos a(2—9) como candidato de vacuna contra Neisseria meningitidis.

Alentados por los resultados anteriores, los autores de la invencién se interesaron por la sintesis de acidos
polisidlicos mas largos, ya que este tipo de glicanos es un objetivo importante para la vacuna contra Neisseria
meningitidis. Neisseria meningitidis es una bacteria diplococcus gram-negativa, que provoca aproximadamente el
60% de las enfermedades meningocdcicas. En base a sus antigenos de superficie del polisacarido capsular,
Neisseria meningitidis se puede clasificar en 13 serogrupos. Entre estos 13 serogrupos, A, B, C, Y y W135 son las
principales cepas patégenas, mientras que algunos informes recientes indicaban el aumento de los casos de grupo
X, El grupo A es la causa principal de las enfermedades epldemlcas en el mundo y a menudo provoca epidemias a
gran escala en los paises de Asia y Africa por estaciones®'. Los grupos B y C provocan con frecuencia casos
esporadicos en paises industrializados tales como Estados Unldos de América y el Reino Unido®. Ademas de ello,
la prevalen0|a del grupo Y y W135 revela la tendencia creciente en América del Norte y Arabia Saudita en los ultimos
afios™®, El polisacarido capsular juega un papel importante en la patogénesis bacteriana. Las propledades
antifagociticas ayudan a que las bacterias se escapen de la deposicion del anticuerpo y complemento Sin
embargo, debido a que el polisacarido capsular es el escudo mas externo de las bacterias, se ha conS|derado que
es el antigeno diana para el disefio de vacunas. Las estructuras de unidades repetitivas del polisacarido capsular de
los grupos A, B, C, Y y W135 se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7: Estructuras de unidades repetitivas del polisacarido capsular de N. meningitides de cinco cepas principales
patégenas.
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Serotipos de Estructuras de polisacarido capsular
Neisseria meningitidis

Grupo A —3)- -D-ManpNAC(3H0A)-( 1 —0OPO3—

Grupo B v3)- a-D-NeupSAc-(2—

Grupo C —0)- - 1-NeupSAc{TRO0AC)-(2—

Grupo W135 s)- - Galp-( | —e4)- a-D-NeupSAc{DOAL)-(2—
Grupo Y —i)- - D-Glep-( 1 —d)- - D-NeupS Ac{ 20 AC)-(2—

Para evaluar las funciones de la vacuna molecular bien definida contra N. meningitides. Sintesis de vacunas
basadas en acido polisialico a(2—9) o a(2—8) bien definidas eran un buen modelo para el estudio de la vacunacion.
Los autores de la invencion utilizaron la estrategia [4 + 4] convenida para construir acido octasialico a(2—9). El
donante de acido tetrasialico 52 y el aceptor 53 pueden sintetizarse de forma similar a la utilizada para construir el
donante de acido disialico 50 y el aceptor 48. Los procedimientos detallados y el rendimiento se muestran en el
Esquema 6.

Para la conjugacion de acido polisidlico a la proteina portadora objetivo, los autores de la invenciéon conjugaron un
grupo azido alquil-pentilo en el extremo reductor, y luego alargaron la longitud del acido sialico utilizando los
métodos mencionados anteriores. Los autores de la invencién han sintetizado compuestos de acido di-, tri-, tetra-,
hexa-, octa-sialico con un grupo azido alquil-pentilo en el extremo reductor (Esquema 7).

Sintesis de acidos polisialicos a(2—8)/a(2—9) alternativos.

En comparacion con acidos polisidlicos a(2—9), la sintesis quimica de acidos polisidlicos a(2—8)/a(2—9)
alternativos era mas desafiante, ya que es muy dificil purificar este tipo de glicanos de la naturaleza. Los autores de
la invencion utilizaron la sintesis quimica para abordar este problema. En primer lugar, los autores de la invencion
utilizaron el mismo donante de sialil-fosfato 45 y el mismo aceptor 63 para sintetizar acido disialico 64 a(2—8) en el
83% con a/B = 13:1. El producto a puede ser purificado por cromatografia en gel de silice. De manera similar a los
métodos mencionados anteriores. El compuesto 64 se puede cambiar a donante de fosfato 65 y aceptor de acido
disidlico 66 en un rendimiento de 78% y 84%, respectivamente. Mediante el uso de procesos de glicosilacion
similares, se puede obtener acido tetra-, hexa- y octasidlico a(2—8)/a(2—9) alternativo en un solo producto. Su
proceso detallado, la condicién y los rendimientos se muestran en el Esquema 8.

Asignacion de Configuraciéon Anomeérica.

La configuracion anomérica de los sialosidos resultantes se determiné mediante analisis de espectros de 'H RMN
basados en el desplazamiento quimico del grupo H-3 eq (los a-glicdsidos estdn mas campo abajo que los B-
glicosidos), las sefales H-4 (los B-glicésidos estan mas campo abajo que los a-glicosidos), la constante de
acoplamiento J7,s (los a-glicésidos son mas grandes qsue los R-glicésidos), el valor de A6(H -9' - H-9) (a-glicésidos: ~
0,2 ppm Ad , R-glicésidos: Ad > 0 32 (Tabla 8)'*® 3% 57 y |as constantes de acoplamiento Jcisax (0-glicosidos > 5
Hz, B- g|ICOSIdOS <1 Hz) (Tabla 4)*"

Tabla 8. Analisis Parcial por '"H RMN para la Determinacion de la Configuracién Anomérica
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Compuesto Otreq  Ows Jos AS | HO-HO |
2a 268  4.97 7.8 0.24
2b 2.60  5.26 n 0.34
4a 273 5.13 8.0 0.18
4b 261 551 2.5 0.31
6a 298 415 7.5 n
6b 286 454 43 0.39
8a 258  4.86 8.5 0.26
8b 228 476 1 0.61
9a 262 5.00 8.0 0.20
9 236 485 5.6 0.58
10a 285  3.99 7.6 0.33
10b 2.690 420 3.2 0.61

Sintesis Programable en un Solo Recipiente Basada en Valores de Reactividad Relativos (RRVSs).

El concepto basico de estrategia programable en un solo recipiente es que un oligosacarido se ensambla desde el
extremo no reductor al extremo reductor con el bloque de construccién mas reactivo que se afiade primero
lo tanto, debido al hecho de que el acido sidlico se encuentra a menudo en el extremo no reductor, la sintesis de
sialésidos por este protocolo en un solo recipiente requiere el uso de bloques de construccion de acido sialico como
el primer componente. Sin embargo, tioglicésidos de acido sialico son mucho menos reactivos y se ven menos
influenciados por los grupos protectores que otros tioglicésidos. Para resolver este problema, los autores de la
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invencion utilizan disacaridos sialilados como bloques de construcciéon en su sintesis programable en un solo
recipiente, ya que la reactividad de los disacaridos sialilados se determina por el segundo residuo. Los autores de la
invencion midieron en primer lugar los RRVs de los disacaridos sialilados sintetizados 10a, 14 y 18, utilizando el
método de HPLC descrito previamente (Tabla 8)%*. El disacarido 18 mostré la mayor reactividad entre los tres
blogues de construccion. EI compuesto 10a con la O-bencilacion extra en C-4 es 1,7 veces mas reactivo que 14. En
general, la sialilacion de un tioglicésido tal como 17 ha desactivado soélo ligeramente la reactividad anomérica de 17.

Tabla 9: Valores de Reactividad Relativa de Disacaridos Sialilados

AcO AcO

AcQ OAc COOMe AcO OAc COOMe
=70 =7~0
AcN O AcN (0]
}/O HO 0. ,STol g BnO o. ,STol
0 o}
Ph

AcO

AcO DAc COOMe OB» %O
AcN : Q 0 STol o)

}/o o HO STol
0 O BzO

18 (1462)  Ph 17 (1791)

Para demostrar la aplicacién sintética de disacaridos sialilados como bloques de construccion, los autores de la
invencion llevaron a cabo una sintesis en un solo recipiente basada en la reactividad representativa del
pentasacarido sialilado 75 utilizando los tres bloques de construccion que se muestran en el Esquema 9. El
rendimiento global de la sintesis en un solo recipiente era 48 %, revelando que los disacaridos sialilados pueden
utilizarse como bloques de construccién para la sintesis programable en un solo recipiente de oligosacaridos con
Neu5Ac como residuo terminal.

La Tabla 9 resume los resultados de glicosilacion utilizando diversos donantes de acido sialico con diferentes grupos
labiles y modificaciones en C5. Los autores de la invencion seleccionaron los aceptores que se utilizan con
frecuencia para la comparacion directa. Dos resultados de glicosilacion, uno con aceptores primarios y el otro con
aceptores secundarios, se incluyeron para cada uno de los donantes de sialilo. Generalmente, los rendimientos de
sialilacion mediante el uso de donantes con diferentes grupos labiles (entradas 1-10) no excedieron de 70%, y se
obtuvo una mayor selectividad a cuando se utilizé un aceptor de glicosilo menos impedido estéricamente (entradas
2,5, 6y 8). También, la mayoria de estas reacciones necesitan ser llevadas a cabo en acetonitrilo. Un segundo tipo
de donante de acido sialico es con la modificacién en C5, que a menudo potenciaba mucho no sélo la selectividad a,
sino también el rendimiento hacia aceptores primarios o secundarios (entradas 11-21). Después de comparar los
resultados de glicosilacion de donantes N-modificados mediante el acoplamiento con el aceptor primario Il (entradas
11-13 y 17-20), donantes protegidos con 5N,40-oxazolidinona mostraron el mejor resultado (entradas 17-20). Por
otro lado, para el aceptor secundario XIV menos estéricamente impedido (entradas 11, 12y 17), el donante de N,N-
diacetil-sialilo dio el mejor resultado. Ademas, para el aceptor secundario XV mas estéricamente impedido (entradas
13, 18, 19y 20), el donante de N-TFA-sialilo parece ser una buena eleccion, y la conversién del grupo labil al grupo
adamantaniltio del donante protegido con N-acetil-5-N,40-oxazolidinona mostré una mejora adicional (entrada 20). A
continuacion, se alcanzé una mayor mejora utilizando una combinacién de modificacion en C-5 y el grupo labil
eficiente (entradas 15 y 16). Los productos dieron una selectividad a y un rendimiento excelentes hacia los alcoholes
tanto primarios como secundarios. El donante protegido con N-acetil-5-N,4-O-oxazolidinona mostré de hecho una
excelente selectividad a, asi como un alto rendimiento hacia los aceptores tanto primarios como secundarios, y el
grupo labil fosfato parece ser una eleccion excelente (entrada 21).

Tabla 9. Revision de Donantes de Acido Sidlico con Diferentes Grupos Labiles y Modificaciones en C-5
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El concepto de estrategia de glicosilacion ortogonal implica condensar donantes de glicosilo con diferentes tipos de
grupos labiles, por lo que los productos resultantes se pueden utilizar directamente en la siguiente glicosilacion sin
ajustes de grupos labiles anoméricos. La mayoria de las glicosilaciones ortogonales emplean tioglicésidos como uno
de los participantes en la reaccion®. La estrategia ortogonal es adecuada para la sintesis convergente de sialésidos
porque permite el acoplamiento de bloques de construccion independientemente de su reactividad relativa. Tal como
se resume en la Tabla 9, diferentes tipos de modificaciones C-5 potenciaron todos grandemente las propiedades de
los donantes de acido sialico. Por esta razon, seria beneficioso el desarrollo de donantes de sialilo modificados en
C5 que se pueden utilizar en la glicosilacion ortogonal. Dado que el sialil-fosfato de dibutilo es relativamente mas
facil de preparar y mas estable que el sialil-fosfito, es una mejor opcion para la sintesis ortogonal.
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Otra ventaja de la metodologia basada en fosfatos incluye el uso de toliltio-glicosidos como aceptores con valores de
relatividad relativa (RRV) definidos para la sialilacion dar disacaridos de sialilo como bloques de construccion para la
subsiguiente sintesis programable en un solo recipiente basada en la reactividad. De esta manera, se podria
resolver la limitacion de la reactividad relativamente baja del donante tiosialésido y el dificil control de la
estereoselectividad de sialilacion. Ademas de ello, los RRVs de disacaridos sialilados se pueden programar
mediante la manipulacion de los grupos protectores del segundo residuo azicar en el extremo reductor.

Matriz de Sialésidos para Actividades Diferenciales de Unidn al Azucar de Sialilo de Hemaglutininas de la Gripe y
Virus Real de la Gripe.

Brotes de gripe pandémica representan una amenaza importante para la salud publica tal como se destacé en la
reciente aparicion de H5N1%* de la ripe aviar altamente patdgena y los Ultimos brotes en 2009 de virus H1N1
orientados a cerdos (2009 H1N1)**®. La infeccion por el virus de la gripe se inicia por la fijacion del virus a
receptores de la célula a través de hemaglutlnlna (HA) de la gripe. La unién de HA es seguida entonces por la
escision de la neuraminidasa del acido sialico terminal sobre los receptores, y la endocitosis mediada por los
receptores va acompafiada por cambios conformacionales inducidos por pH de HA que conducen a la fusién de
membranas de virus-célula, permitiendo que el virus penetre en las células para la replicacion del virus®’

La HA de la gripe es una glicoproteina que forma trimeros sobre la superficie del virus®®. A diferencia de las
interacciones proteina-proteina, la uniéon de HA a receptores celulares esta dominada por las interacciones proteina-
oligosacarido mediadas por el acido N-acetil-neuraminico (Neu5Ac), el derivado de acido S|aI|co mas abundante que
se encuentra en el extremo terminal de gllcoprotelnas o glicolipidos en la superficie celular®® Amplios estudios de
diversos subtipos del virus de la gripe, asi como HAs recombinantes han establecido una correlacion de las
preferencias de union de sialosidos con origenes de especies: el enlace a(2—6) con galactosa es el preferido por
HA de aislados humanos, el enlace a(2—3) por HA de aislados de aves y el enlace tanto a(2—6) como a(2—3) con
galactosa o glucosa puede ser unido por HA de virus porcmos 074 En general se cree que la adquisicién de la
capacidad de reconocimiento de sialésidos a(2—6) de un virus de la gripe es un requisito previo para sus
transmisiones entre seres humanos. Por lo tanto, la comprensién de la especificidad de unién al receptor de virus de
la gripe puede conducir al desarrollo de herramientas de diagndstico sensibles y rapidas para su uso para detectar y
diferenciar los diferentes subtipos de virus de la gripe, y proporcionar un enfoque alternativo a los métodos actuales
basados en RT-PCR (que son de alta precision, pero reqweren mucho tlempo) y ELISA basado en la interaccion
anticuerpo-nucleoproteina (que es rapido, pero menos preciso)"". 76

En contraposicion a las preferencias de unién de diversos subtipos de HA, todavia no se ha dilucidado el efecto de la
glicosilacion de HA en las actividades de union a sialésido de funciones HA. Se ha implicado que la adicion y el
procesamiento de oligosacaridos a los sitios de N- glicosilacién desempefian papeles criticos en el plegamiento y la
translocacion de proteinas de la membrana y de secrecion adecuados. La N-glicosilacion también es importante en
el mantenimiento de la conformacion y la estabilidad de la proteina y en la modulacién de actividades b|olog|cas
Ademas, los glicanos pueden proteger a las proteinas frente a un aclaramiento y la protedlisis. Para las
glicoproteinas del virus, éstas pueden actuar como un escudo de glicano para proteger a virus de los ataques
inmunoldégicos, sin embargo, puede influir negativamente en la supervivencia de los virus al impedir el
reconocimiento y la interaccion de proteinas de la superficie del virus con receptores de las células durante la
infeccion. En el caso de los virus de la gripe, numerosos informes han demostrado que la pérdida de hidratos de
carbono en HA pueden modular sus funciones bioldgicas. Por ejemplo, Deom et al.”® informé que la pérdida de un
oligosacarido complejo de la punta de la HA aumentaria la interaccion virus-célula y haria que fuese mas facil que el
virus mutante sobreviviera en las células infectadas. La interaccion incrementada de HA menos glicosilada con
sialésidos también fue demostrada por estudios recientes de los autores de la invencién en los que éstos
compararon las aflnldades de union a sialosido de HA soluble que portan diversas longitudes de glicano utilizando
micro-matrices de aztcar’®. Los resultados demostraron que HA digerida con endogI|003|dasa H separa la mayor
parte de los glicanos, excepto que el primer GIcNAc mostré las mayores afinidades de unién a sialosidos'®. Ademas
de los cambios globales en los patrones de glicosilaciéon de HA como los que los autores de la invencion hicieron
previamente, se investigo la contribucién de los glicanos individuales de HA de longitud completa en las actividades
de union a sialésidos. Para diseccionar aun mas la contribucion de oligosacaridos en la unién de HA a sialdsidos,
este informe se centra en las evocaciones de la contribucion de los sitios de glicosilacion individuales de HA.

Preparacioén de la Matriz de Sialésidos para la Evaluacion de la Union al Azlcar de HA.

Los autores de la invencion han demostrado que un nuevo donante de sialil-fosfato crea algunos sial6sidos que se
producen de forma natural. Con el fin de aumentar la eficiencia sintética para la creacién de una matriz de sialésido,
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la estrategia era utilizar "disacarido sialilado" como bloques de construccion®. Al utilizar el disacarido A®'"®* como un

bloque de construccion, se sintetizaron diecisiete sialosidos a(2—3)-enlazados (1-17) de disacaridos a hexasacarido.
Utilizando el disacarido B como un bloque de construccion basico, se puede utilizar la misma estrategia para
construir con eficacia hasta diez sialdésidos a(2—6)-enlazados (21-30). Para investigar las especificidades y
afinidades de unién de HA, estos sialdsidos se sintetizaron con diferentes enlaces de acido sialico y longitudes de
glicano, y diferentes tipos de azucar y sulfatacion adicional, pero con el mismo enlazador del grupo amino (Figura 1;
véase Informacion de apoyo para la sintesis de los compuestos). Estos glicanos fueron esparcidos sobre el
portaobjetos de vidrio activado por NHS a través de la formacion de enlaces amida para crear una matriz de
sialésidos para la evaluacién de la unién de HA.

AcO
COOMe AcO OAc COOMe
=7~0 0 STol
TFAHN W CCls Ac:l;/ - o

Establecimiento de una plataforma de deteccion para la Determinacion de Kp de Unién de Sialésidos.

Las actividades de union de HA fueron controladas convencionalmente utilizando pre-complejos de anticuerpos
especificos para HA o etiquetas peptidicas y anticuerpos secundarios conjugados con fluoroforo®. La estrategia
indudablemente amplificaria las sefales para facilitar la deteccion y la elaboracién de perfiles, pero puede imponer
complicaciones para el analisis cuantitativo®. Por lo tanto, los autores de la invencién concibieron incorporar una
etiqgueta neutra de estreptavidina (SA) en el extremo C de HA recombinante. Para la deteccion de la matriz, los
autores de la invencion probaron estrategias de pre-complejos (para formar complejos de HA-SA-Cy3 primero
siguieron con analisis de union de azucar), asi como la unién secuencial. Los resultados (datos no presentados)
revelaron que la incubacion de HA recombinante con SA-Cy3 en la relacion molar 1:1 antes de la union del aztcar
para la deteccion proporciond los resultados mas reproducibles. Ademas, esta estrategia puede proporcionar una
union clara y consistente de HA de baja concentracion, que se puede utilizar para el analisis bioquimico
cuantitativo®

Preferencias de Union al Receptor Diferencial de HAs de gripe estacional y pandémica.

El objetivo de los autores de la invencion es seleccionar nimeros minimos de glicano para proporcionar un sistema
de perfiles conveniente y eficiente para diferenciar los subtipos de virus de la gripe. Los autores de la invencion
compararon las preferencias de unién de HA recombinante a partir de los virus que provocan la gripe estacional y
pandémica. Los resultados indicaron que HA del virus H1N1 de la gripe tanto pandémica (California/07/2009)
(Figura 2A) como del virus H1N1 estacional Brisbane/59/2007 (Br/59/07) (Figura 2B) mostraron perfiles de unién
similares, con actividades de unién hacia sialésidos a(2—6) mayores. Sin embargo, se observd que H1 2009
pandémico parecia haber alcanzado las actividades maximas de unién hacia el sialdsido a(2—6) que contiene 5
unidades de azucar, pero H1 de cepas Brisbane mostré las actividades de uniéon mas altas hacia el sialésido a(2—6)
que contiene 7 azucares. Ademas, el analisis de Kp (Fig. 6) reveldé que H1 de Br/59/07 tiene mayores afinidades
hacia los azucares 24 y 28 que las que tenia H1 de la cepa pandémica 2009. Para los azucares 29 y 30, H1 de
Br/59/07 mostré altas actividades de unién, incluso cuando se utilizé la proteina a baja nM y, por lo tanto, la
determinacion de Kp no tuvo éxito. En comparacion con cepas H1N1/New Caledonia/1999 (NC/99) circulantes
previas (Figura 2C), estaba claro que las cepas recientes de H1N1 so6lo mostraron capacidades de union a
sialosidos a2—6 largos, lo que implica que las cepas recientes no han adquirido una fuerte unién hacia receptores
humanos, por lo tanto transmisibilidades eficientes entre seres humanos. Por otro lado, H3 de Brisbane/10/2007
(Br/10/07) mostro perfiles de unién mas estrechos hacia solo dos sialésidos a2—6, 28 y 30. Fue sorprendente que la
unién soélo puede ser observada a 30, el sialésido la a2—6 que contiene tres repeticiones de LacNAc, pero no a 29,
con dos repeticiones LacNAc (Figura 2D).

La misma matriz se utilizé también para perfilar el patron de uniéon de H5 (Figura 2E), H7 (Figura 2F) y H9 (Figura
2G). Como era de esperar, HA de virus humanos y aviares mostré perfiles de unién respectivos. Los resultados
también sugieren que la unién a 28 y 30 es Unica para los virus humanos, pero no los virus aviares. Ademas, la
unién a 24 se puede utilizar para diferenciar H1 que puede unirse a este azucar especifico frente a. H3 que no
puede. Ademas, la unién a disacarido (22 6 23) puede implicar un fuerte punto de apoyo entre las poblaciones
humanas. Estos azlcares, junto con el trisacarido 02,3, se puede utilizar para diferenciar los subtipos HA y puede
tener un potencial como para proporcionar un ensayo rapido tras la aparicion de un brote de gripe.

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 555220 T3

Perfiles de Union a Virus Reales de la Gripe.

Se investigd la relacion de virus reales y proteinas HA a la union a sialosidos. Las caracteristicas de unién al
receptor de cuatro aislados de virus de la gripe mediante el andlisis de la matriz de glicanos se compararon
directamente utilizando la misma matriz de sialésidos. Se observé una clara distincion entre el repertorio de unién al
receptor de H1N1 Cal/09, H1N1 Brisbane, H3N1 Brisbane y H5N1 RG14 (Figura 3). H1IN1Cal/09 (Figura 3A) y los
virus H1N1 Brisbane (Figura 3B) no sdlo se unian a la mayoria de las secuencias de sialilo a(2—6)-enlazadas, sino
también a una gama considerable de secuencias de sialilo a(2—3)-enlazadas. En contraposicion, H5N1 (Figura 3D)
se unia exclusivamente a secuencias de sialilo a(2—3)-enlazadas. Y el patrén de unién de H3N1 mostré una unién
preferencial a secuencias de sialilo a(2—6)-enlazadas y a(2—3)-enlazadas (Figura 3C). La especificidad mas
amplia, a saber, la capacidad de unirse a receptores a(2—3) ademas de a a(2—6)-enlazados, también es pertinente
para la mayor virulencia del virus pandémico, y su capacidad para provocar una enfermedad grave y fatal en seres
humanos. Se cree que la unién a receptores a(2—3)-enlazados esta asociada con la capacidad de los virus de la
gripe de infectar el tracto respiratorio inferior, en donde hay una mayor proporcion de sialil glicanos a(2—3) con
relacion a a(2—6)-enlazados. Las diferencias en la unién al receptor entre los virus, por tanto, pueden llegar a ser un
buen candidato para clasificar el serotipo del virus de la gripe.

La preferencia de unién de RG14 es la misma que las preferencias de H5 recombinante. En el caso del virus H1N1,
los perfiles de union utilizando el virus completo es ligeramente diferente del perfil obtenido con proteinas
recombinantes. Como las HAs recombinantes, los virus mostraron la union mas fuerte hacia los sialésidos a(2—6)
largos. Sin embargo, los virus también mostraron una unién significativa a sialésidos a(2—3), que los autores de la
invencion no suelen ver con HAs recombinantes. La afinidad de unién intrinseca de sialésidos para la hemaglutinina
estd dominada a través de interacciones polivalentes en la superficie celular. Por lo tanto, las caracteristicas de
presentacion de proteinas en la superficie celular pueden tener un impacto importante en el reconocimiento del
receptor; éstas incluyen la orientacion y densidad de la HA. Ademas de ello, la punta de la regién globular alberga el
bolsillo de unién al receptor, que se sabe que es de crucial importancia para el proceso de la unién del virus a su
receptor. La orientacion, el niumero y la estructura de N-glicanos vecinos al bolsillo de unién al receptor parecen ser
reguladores potentes de la especificidad del receptor, que pueden provocar la diferencia de las preferencias de
union entre HA recombinante y virus completo también.

Efectos de la Glicosilacion Especifica para el Sitio sobre las Actividades de Unién a Sialésidos de Hemaglutinina de
la Gripe.

Se cree que la HA de la gripe necesita ser glicosilada para tener una funcién apropiada, es decir, para unirse a
receptores huéspedes sialilados para mediar en la entrada del virus. Los sitios de glicosilacion en determinadas
regiones de la HA estan altamente conservados®. También se ha informado que cambios en el patrén de
glicosilacion de HA pueden ser ventajosos o perjudiciales para las actividades de unién a HA vy, finalmente, para la
supervivencia del virus®. Para dilucidar los efectos de la glicosilacion especifica para el sitio sobre las actividades de
union a sialdsidos, los autores de la invencion produjeron mutantes de HA en los que la secuencia de glicosilacion
Nx(S/T) predicha individual fue cambiada a NXA para bloquear la N-glicosilacion en los sitios especificos (Figura
4A). Excepto para A26, A170, A209 y A559, los mutantes de HA mostraron una tasa incrementada de movilidad en
comparacion con WT, correspondiente a la pérdida de una cadena de hidratos de carbono en los sitios designados
(datos no mostrados). El resultado es consistente con el andlisis de la secuenciacion de masas, en donde se
identifico que los hidratos de carbono se unen al sitio N26/27, N39, N170, N181, N302, N500 y N559 (datos no
mostrados). El andlisis de union de azucar subsiguiente sugirié que las mutaciones A39, A302, A500, asi como A209
no cambiaron significativamente el perfil de unién a sialésidos de HA WT (Figura 4B). En contraposicion, la
mutacion A27 para bloquear la glicosilacion en N27 parece ser perjudicial para las actividades de unidn de azucares.

La glicosilacion en los sitios de N-glicosilacion amino-terminales, es decir, N27, ha sido implicada en las etapas de
transporte y plegamiento de proteinas. La pérdida de N20/21 de H2 demostr6 que disminuye las actividades de
hemadsorcién y de fusidn celular®®. También se informé que la HA sin glicosilacion en el extremo N quedaria
atrapada en el reticulo endoplasmico y no puede ser transportada a la membrana celular®. Los resultados obtenidos
por los autores de la invencion demostraron que la eliminacion de sitios de glicosilacion N27 casi demoli6 las
actividades del azicar de HA WT. Para diseccionar adicionalmente si la pérdida de las actividades de unién se debe
a un plegamiento incorrecto como sugirieron otros informes, se llevd a cabo un andlisis de espectroscopia de
dicroismo circular (CD). Los resultados demostraron que cambid la estructura secundaria de A27, mientras que otro
mutante de glicosilacién con unién similar (A170) mostré el mismo espectro que la HA de tipo salvaje (Figura 5). Los
resultados confirmaron que A27 no puede mantener estructuras adecuadas, lo que implica que la N-glicosilacion en
N27 se produce conjuntamente con la traduccién y es importante para el plegamiento correcto. La glicosilacion en
N27 es, de hecho, critica para la estructura de HA y, por lo tanto, para actividades de unién de azucar. Por otro lado,
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aunque los hidratos de carbono que se encuentran en el dominio de unién al receptor demostraron modular las
propiedades antigénicas, las actividades de hemadsorcion y las actividades de fusion celulargo, los estudios de los
autores de la invencién de la matriz revelaron que los patrones de unién no cambiaron mucho para los mutantes de
glicosilacion, sin embargo las afinidades de union del mutante de glicosilacion disminuyeron ligeramente (Fig. 7).

Los autores de la invencion han desarrollado un enfoque eficaz para la preparacion de donantes de sialil-fosfato de
dibutilo con proteccion N-TFA y N-acetil-5-N,4-O-carbonilo o 5-N,4-O-carbonilo. Las propiedades de los donantes de
glicosilo de sialil-fosfato protegido con N-acetil-5-N,40O-carbonilo se han utilizado para preparar los bloques de
construccion de disacaridos el a(2—6)-, a(2—3)-, a(2—8)- y a(2—9)-enlazados esenciales, que pueden servir como
materiales de partida para la preparacion de sialésidos mas complejos. Ademas, el protocolo de un solo recipiente
descrito en esta memoria ofrece un enfoque versatil para la sintesis a-selectiva de sialdsidos a(2—6)- y a(2—3)-
enlazados. Utilizando estas estrategias, se han sintetizado varios glicanos de sialilo biolégicamente significativos.

Actividades de unién a sialésidos de HA recombinante y de virus reales fueron rastreadas con 27 sial6sidos. La
preferencia de unién es idéntica entre el virus H5N1 y H5 recombinante. Se observd una ligera diferencia en la
actividades de unidn a sialdsidos a(2—3) entre el virus HIN1 Cal/09 y la HA recombinante Cal/09. La diferencia de
las preferencias de unién entre HA recombinante y virus reales puede resultar de la diversa orientacion y densidad
de la presentacion de HA en la superficie celular del virus.

En el estudio del papel de los sitios de N-glicosilacion para la union del aztcar, se muté el sitio de glicosilacion N27.
Andlisis de espectroscopia de dicroismo circular (CD) confirmaron que la N-glicosilacion en N27 se produce
conjuntamente con la traduccidon con el plegamiento de proteinas y no puede mantener la estructura de las
proteinas. Las mutaciones de determinadas secuencias de N-glicosilacion en HA sugirieron que ciertas secuencias
de glicosilacion tales como N27ST tienen un efecto determinado sobre la funcion de HA. Los estudios que utilizan
mutantes de glicosilacion especificos del lugar para dilucidar la relacion entre la glicosilacion de HA y sus actividades
de union a azucares también arrojan luz sobre la importancia de la glicosilacién de HA. Ademas de ello, el nimero
24, 28, y 30 de glicanos, junto con el trisacarido a2,3, se puede utilizar para diferenciar subtipos de HA y tienen un
gran potencial para proporcionar una prueba rapida sobre la aparicion de un brote de gripe.

Utilizando la estrategia del disacarido sialilado, se han sintetizado 27 sialdsidos para preparar una micromatriz de
sialosidos en portaobjetos de vidrio que se pueden utilizar para perfilar no sélo la especificidad de unién al receptor
de diversos subtipos de HA, sino también con diferentes patrones de glicosilacion y virus reales de la gripe.

Se ha sabido que los oligosacaridos de la hemaglutinina de la gripe tienen algunas funciones bioldgicas
importantesg1. Por ejemplo, los oligosacaridos en la regién de la cabeza del bloque de hemaglutinina el sitio
antigénico. Ademas, la especificidad de union del receptor de HA se vio afectada por la ausencia de una cadena de
glicano compleja cerca del sitio de unién al receptor®’. Con el fin de abordar la forma en la que la glicosilacion afecta
a la especificidad de HA, los autores de la invencion adoptaron la potente tecnologia de micro-matrices de glicano en
combinacién con HAs producidas a partir de diferentes sistemas de expresion que generan diferentes patrones de
N-glicosilacién en la superficie de la proteina. En los resultados obtenidos por los autores de la invencion, HAs con
glicosilacion de tipo complejo o de tipo de alto contenido en manosa mostraron diferencias sutiles en la especificidad
(perfiles de resultados).

Los sialosidos de la invencion comprenden los que se encuentran en la superficie de diversos patégenos virales,
bacterianos, fungicos u otros patdgenos. Los sialdsidos de acuerdo con la invenciéon también comprenden los que se
encuentran en receptores de la superficie celular que se unen a los patégenos. Sialdsidos que participan en este tipo
de interacciones se encuentran en glicoproteinas de la superficie de virus de la gripe neuraminidasa, hemaglutinina
del virus de la gripe, la proteina M2 del virus de la gripe, proteinas virales del virus sincitial respiratorio humano
(RSV), dlicoproteina F de RSV, glicoproteina G de RSV, proteinas virales del virus herpes simplex (HSV),
glicoproteinas del virus del herpes simplex gB, gC, gD y gE, antigenos MOMP y PorB de Chlamydia, proteina del
nucleo, proteina de la matriz u otra proteina del virus del dengue, hemaglutinina del virus del sarampion,
glicoproteina gB del virus herpes simplex tipo 2, poliovirus | VP1, glicoproteinas de la envoltura del VIH 1, antigeno
de superficie de la hepatitis B, toxina de la difteria, epitopo 24M de Streptococcus, pilina gonocdcica, virus g50 de la
pseudorrabia (gpD), virus de la pseudorrabia Il (gpB), virus de la pseudorrabia Il (gpC), glicoproteina H del virus de
la pseudorrabia, glicoproteina E del virus de la pseudorrabia, glicoproteina 195 de la gastroenteritis transmisible,
proteinas de la matriz de la gastroenteritis transmisible, glicoproteina 38 del rotavirus porcino, proteina de la capside
del parvovirus porcino, antigeno protector de Serpulina hydodysenteriae, glicoproteina 55 de la diarrea viral bovina,
hemaglutinina-neuraminidasa del virus de la enfermedad de Newcastle, hemaglutinina de la gripe porcina,
neuraminidasa de la gripe porcina, virus de la enfermedad de la fiebre aftosa, virus del colera porcino, virus de la
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gripe porcina, virus de la peste porcina africana, Mycoplasma liyopneutiioniae, virus de la rinotraqueitis infecciosa
bovina, glicoproteina E del virus de la rinotraqueitis infecciosa bovina, glicoproteina G, virus de la laringotraqueitis
infecciosa, glicoproteina G del virus de laringotraqueitis infecciosa o glicoproteina I, una glicoproteina del virus La
Crosse, virus de la diarrea neonatal de terneros, virus de la encefalomielitis equina venezolana, virus Punta Toro,
virus de la leucemia murina, virus del tumor mamario de raton, la proteina del nucleo del virus de la hepatitis B y el
antigeno de la superficie del virus de la hepatitis B o un fragmento o derivado del mismo, el antigeno del virus de la
gripe equina o del virus del herpes equino, incluyendo virus tipo A de la gripe equina/Alaska 91 neuraminidasa, virus
de la gripe equina tipo A/Miami 63 neuraminidasa, virus tipo A de la gripe equina/Kentucky 81 neuraminidasa,
glicoproteina B del virus tipo 1 del herpes equino y la glicoproteina D del virus tipo 1 del herpes equino, el antigeno
del virus sincitial respiratorio bovino o virus de parainfluenza bovina, proteina de fusién del virus sincitial respiratorio
bovino (BRSV G), proteina de fusion del virus sincitial respiratorio bovino (BRSV F), la proteina de la nucleocapside
del virus sincitialrespiratorio bovino (BRSVN), proteina de fusion del virus tipo 3 de la parainfluenza bovina,
hemaglutinina neuraminidasa del virus de parainfluenza bovina tipo 3, glicoproteina 48 y glicoproteina 53 del virus de
la diarrea viral bovina, glicoproteina E del virus dengue y la glicoproteina E1 o E2 del virus de la hepatitis C humana.

EJEMPLOS

Sin intencién de limitar el alcance de la invencién, se dan a continuacion los instrumentos, aparatos, métodos a
modo de ejemplo y sus resultados relacionados acuerdo con las realizaciones de la presente invencion. Se ha de
tener en cuenta que los titulos o subtitulos pueden utilizarse en los ejemplos para la conveniencia de un lector, que
de ningin modo deben limitar el alcance de la invencién. Ademas de ello, se proponen y describen aqui
determinadas teorias; pero de ninguna manera, ya sean correctas o incorrectas, deben limitar el alcance de la
invencion siempre y cuando la invencion se ponga en practica de acuerdo con la invencion sin tener en cuenta teoria
0 esquema de accion particular alguno.

Materiales. Portaobjetos de vidrio recubiertos de NHS se obtuvieron de SCHOTT (Nexterion H), anticuerpos
monoclonales para hemaglutinina de la gripe fueron amablemente proporcionados por NIH Biodefense and
Emerging Infections Research Resource Repository, NIAID, NIH, y los anticuerpos secundarios anti-raton marcados
con Cy3, asi como estreptavidina marcada con Cy3 fueron adquiridos de Jackson ImmunoResearch. Productos
quimicos y reactivos estandares se adquirieron de proveedores comerciales y se utilizaron tal como se recibieron.

Construccion de Plasmidos de Expresion de Hemaglutinina. Los genes de longitud completa que codifican HA de
virus HIN1 de la gripe incluyendo SOV California/07/2009, Brisbane/59/2007, New Caledonia/20/1999
(ABF21272.1), H3N2 Brisbane/10/2007 (ABW23422.1), H5N1 Vietnam/1194/2004 (ABP51976.1), H7N7
Netherland/219/03 (AAR02640.1) o H9N2 Hong-Kong/1073/1099 (CAB95856.1) fusionados con una Strep
(Estreptavidina) C-terminal (Trp-Ser-His-Pro-GIn-Phe-Glu-Lys) y etiqueta (His)s se clonaron en pcDNA (Invitrogen)
para la expresion en células 293T humanas. Las secuencias se confirmaron por secuenciacion de ADN y se
prepararon en alta calidad para la expresion. Los genes fueron clonados en pcDNA para la expresion en células
293T humanas.

Construccion de Mutantes de Glicosilacion de Hemaglutinina. La secuencia de nucleétidos de hemaglutinina H5
consenso (CHA592) fue clonada en pcDNA con una etiqueta Strep C-terminal y el plasmido resultante se utilizé como
los moldes para la mutagénesis dirigida al sitio. Los sitios de N-glicosilacion de CHA5 se predijeron con el servidor
NetNGly proporcionado por Expasy (www.expasy.org). Las supuestas secuencias N-X-S/T fueron mutadas luego a
N-X-A utilizando mutagénesis dirigida al sitio con el Kit de Mutagénesis Dirigida al Sitio QuikChange® Il (Stratagene,
La Jolla, CA, EE.UU.). La mutagénesis se confirmé mediante secuenciacion de ADN vy las inactivaciones de
glicosilacién se confirmaron mediante analisis de SDS-PAGE.

Expresion de Hemaglutinina Recombinante de Longitud Completa a partir de Células Expresadas. Para la expresion
en células 293T humanas, pcDNA que porta el gen de interés se prepar6 de alta calidad y se transfecté con los
lipidos cationicos DOTAP/DOPE (1:1) (Avanti Lipids) para la expresion transitoria. La expresion de hemaglutinina se
confirmé con borrones de inmunotransferencia utilizando anticuerpos anti-(His)s (Qiagen) o anticuerpos anti-
hemaglutinina especificos, y los anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de rabano picante
(PerkinElmer).

Purificacion del Hemaglutinina Recombinante. Las células que contienen HA recombinante de longitud completa se
lisaron en tampdén Hepes 20 mM (pH 7,4) utilizando un microfluidizador. Los lisados se centrifugaron a 12.000 rpm
durante 10 minutos y el sobrenadante se recogié para una segunda centrifugacion a 40.000 rpm durante 1 hora. A
continuacion, los sedimentos se extrajeron con tampon Hepes 20 mM que contenia dodecil-maltésido al 1% durante
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2 horas, seguido de una breve centrifugacion a 12.000 rpm. El sobrenadante se hizo pasar luego a través de una
columna de afinidad empaquetada con niquel Sepharose Hi Performance (GE Healthcare). Después de lavados con
tampon Hepes 20 mM que contiene dodecil-maltésido al 0,5%, la HA recombinante se eluydé con imidazol 500 mM
en tampdn Hepes 20 mM. Para la purificacion del ectodominio de HA, el medio de células se recogio y se hizo pasar
a través de una columna de afinidad Ni** tal como se describe. El ectodominio de HA recombinante se eluy6 con
imidazol 500 mM en tampdn Hepes 20 mM. Las proteinas purificadas se concentraron utilizando Amicon (Millipore) y
se almacenaron a 4°C. Las concentraciones se determinaron utilizando borrones de inmunotransferencia con anti-
hemaglutinina y con anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de rabano picante (HRP).

Analisis de Micro-matrices de Actividades de Unién a Aztucar de Hemaglutinina. Las micro-matrices se imprimieron
(AD3200, BioDot) mediante un pin robético (SMP2B, TeleChem International Inc.). Portaobjetos Nexterion H fueron
esparcidos con disoluciones de azucar 1-17 y 21-30 a 100 uM de abajo hacia arriba con 12 réplicas horizontalmente
en cada cuadricula y se secaron al vacio. Los portaobjetos manchados se bloquearon con etanolamina en borato de
sodio durante 1 hora justo antes del uso, seguido de tres lavados de Tween 20 al 0,05% en tampdon PBS (pH 7,4)
(PBST). Una disolucion de hemaglutinina a 50 ug/ml en PBST se pre-mezclé con estreptavidina marcada con Cy3
en una relacion molar 1:1 1 hora antes de la incubaciéon de los complejos pre-conformados con los portaobjetos
durante otra hora. Después de seis lavados con PBST, un lavado con PBS y tres lavados con agua destilada, los
portaobjetos se secaron al aire y se escanearon con un laser 532 utilizando un escaner de fluorescencia de micro-
matrices (GenePix 4000B, Molecular Devices). La ganancia PMT se establecié en 600. Las imagenes resultantes se
analizaron con GenePix Pro 6.0 (Molecular Devices) para localizar y cuantificar la intensidad de fluorescencia de
todos los puntos dentro de la cuadricula. Se tomé la mediana de la intensidad de fluorescencia de cada uno de los
puntos para calcular el valor de la mediana de las actividades de union hacia cada uno de los azicares (12
repeticiones para cada uno de los azucares). Las medianas de al menos tres experimentos independientes se
promediaron para las figuras. Para la determinacion de Kp, los complejos pre-conformados se diluyeron en serie
para la reacciéon de union®® y las intensidades de unién se cuantificaron tal como se describié anteriormente. Las
intensidades de union a diversas concentraciones de los complejos fueron luego ajustadas a las isotermas Langumir
utilizando el Prism (GraphPad, San Diego, CA)*.

Determinacion de los Sitios de Glicosilacién y Desglicosilacion de Mutantes de Glicosilacion. Proteinas HA
purificadas disueltas en ftrifluoroetanol/bicarbonato de amoniaco 100 mM (pH 8,5) (1:1 (v:v)) se redujeron con
ditiotreitol 10 mM durante 1 hora a 37°C, se alquilaron con yodoacetamida 20 mM durante otra 1h en la oscuridad a
37°C, y subsiguientemente se digirieron con tripsina modificada (calidad de secuenciacion, Promega) durante la
noche a 37°C. Todos los reactivos se prepararon en tampon bicarbonato de amonio 50 mM, pH 8,5. Después de
detener la digestion con tripsina por calentamiento a 95°C durante 10 min, los glicanos se separaron por incubacion
con 500 U de PNGasa F (exenta de glicerol, New England Biolabs) durante la noche a 37°C. Todas las muestras se
secaron a vacio, se volvio a disolver en acido formico al 0,1% y se inyecto en el espectrometro de masas de trampa
de iones lineal nano-LC/ESI LTQ FT (Bruker Daltonics). Los espectros MS/MS fueron adquiridos en un modo de
adquisicion dependiente de datos que selecciona automaticamente y fragmenta los cinco picos mas intensos de
cada uno de los espectros MS generados. Los datos en bruto MS y MS/MS fueron procesados por el software
Raw2msm y fueron investigados frente a una base de datos NCBI generada internamente que comprende HA WT y
diversos mutantes de glicosilacion, utilizando la maquina de busqueda Mascot Daemon. Los criterios de busqueda
fueron digestion con tripsina y modificaciones de variables tales como carbamidometilo (C), oxidacion (M),
desamidacion (D) y N-glicosilacion (Asn-Gly). Para el analisis de datos se permiti6 que quedaran incluidos hasta 1
escision perdida, exactitud de masas de 3 ppm en el ion parental y 0,60 Da en los iones de fragmentos. Todos los
impactos significativos de proteinas de Mascot (p <0,05) asi obtenidos no contenian impactos falsos positivos de la
base de datos inversa.

Preparacion de virus. Las muestras de diversos virus se recogen del Center for Disease Control and Prevention en
TAIWAN. Los virus se inactivaron mediante tratamiento con B-propiolactona (BPL; 0,05% v/v) durante 60 minutos a
33°C, y se resuspendieron en solucién salina tamponada con fosfato 0,01 M pH 7,4 (PBS) y se almacenaron a -
80°C. La comparacién de muestras de virus vivo e inactivado demostré que la inactivacion con BPL no alterd la
especificidad de unién del receptor94.

Procedimiento de Ensayo de Union al Virus. Portaobjetos impresos fueron analizados sin modificacion adicional
alguna. El virus completo inactivado se aplicd a una concentracion en torno a 50 pg/ml de virus (peso de virus
inactivado) en tampdén PBS que contiene el inhibidor de neuraminidasa carboxilato de oseltamivir 10 pyM. Las
suspensiones de los virus inactivados con carboxilato de oseltamivir se dispusieron sobre las matrices y se
incubaron a temperatura ambiente durante 1 h. Los portaobjetos se lavaron posteriormente mediante enjuagues
sucesivos en PBS-Tween al 0,05%, PBS y agua desionizada tres veces. Los virus unidos se detectaron utilizando
los siguientes anticuerpos: anticuerpo anti-H1 de conejo preparado en la casa, tanto para SOV California/07/2009
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como para H1N1 Brisbane; anticuerpo anti-H3 (TC16) preparado en la casa para H3N1 Brisbane; y anticuerpo de la
gripe aviar Anti-H5 preparado en la casa (0-293s) anticuerpos para H5N1 (RG14). Los portaobjetos se sacudieron
suavemente a temperatura ambiente durante 60 min. Después de repetir la etapa de lavado, la unién se detecté por
superposicion con anticuerpos secundarios marcados.
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pretende ilustrar y no limitar el alcance de la invencion, que se define por el alcance de las reivindicaciones adjuntas.

La bibliografia de patentes y cientifica mencionada en esta memoria establece el conocimiento que esta disponible
para los expertos en la técnica.
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REIVINDICACIONES
1. Un compuesto donante de sialil-fosfato para la sintesis de sialésidos, en donde el compuesto tiene la estructura:

RO OR

COOMe
OR (IDI R=Aco ClAc
= -OBu '=
RN 0 o-R R'=Ho Ac
)’O OBu

o 6 o=86a
p=6b

2. Un método para sintetizar un sialésido, comprendiendo el método:

5 acoplar un tiosialésido N-acetil-5-N,4-O-carbonil- o 5-N,4-O-carbonil-protegido con un fosfato de dibutilo en
presencia de yodosuccinimida y acido trifluorometanosulfénico (triflico) catalitico bajo condiciones adecuadas;
aislar un donante de sialil-fosfato de dibutilo N-acetil-5-N,4-O-carbonil-protegido o 5-N,4-O-carbonil-protegido de
acuerdo con la reivindicacion 1.

3. El método de la reivindicacion 2, en el que el sialésido comprende un enlace a-glicosidico.

10 4. El método de la reivindicacion 2, en el que el tiosialosido se selecciona del grupo que consiste en:

R R RO R RO DR
COOMe RO PP o COOMe SPh
AR R e AR OR
o £ o 9
RN STel RN COOMe RN SPh RIN-Lp 2 “TOOMe
/} © 5 o e
o * R=Aco ClAc o/ 5b s} R=Aco Clac a
Fr=Hao Ac R'=Hao Ac

5. El método de la reivindicacion 2, que comprende, ademas: separar sialil a-fosfato de sialil -fosfato mediante un
proceso que comprende cromatografia.

6. El método de la reivindicacion 2, en el que el donante de sialil-fosfato de dibutilo N-acetil-5-N,4-O-carbonil- o 5-
15 N,4-O-carbonil-protegido comprende sialil a-fosfato 6a o sialil B-fosfato 6b que tiene la formula:

RO OR

COOMe
&\\OR (IDI R=Aco ClAc
2N o O,p\—OBU R'=Ho Ac
)’O OBu
o 6 o=86a
B =6b

Y

en el que el tiosialdsido N-acetil-5-N,4-O-carbonil- o 5-N,4-O-carbonil-protegido es:

0

/O & R=Aco ClAc
o R'=Ho Ac

7. El método de la reivindicacion 2, que comprende, ademas, las etapas de la sintesis a-selectiva de un bloque de
20 construccion de disacarido de sialilo que comprende acido N-acetil-neuraminico (Neu5Ac):
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acoplando el donante de sialil-fosfato de dibutilo N-acetil-5-N,4-O-carbonil- o 5-N,4-O-carbonil-protegido con un
aceptor de tiogalactésido adecuado.

8. El método de la reivindicacion 7, en el que el bloque de construccién de disacarido que comprende acido N-acetil-
neuraminico (Neu5Ac) es principalmente a-anomérico.

9. El método de la reivindicacion 7, en el que el acoplamiento se fomenta mediante el reactivo
trifluorometanosulfonato de trimetilsililo (TMSOTY).

10. El método de la reivindicacién 7, en el que el bloque de construccién de disacarido de sialilo es
Neu5Aca(2—6)Gal y un aceptor de tiogalactésido 4,6-dihidroxi de la férmula:

HO __OH
o]
BzO STol
BzO
13

se acopla con el donante de sialil-fosfato de dibutilo N-acetil-5-N,4-O-carbonil-protegido 6a para producir un
Neu5Aca(2—6)Gal de la férmula:

AcO
AcO, OAc COOMe

(@] (0] STol

O
(0]
o BzO

Bz

ACNS
o H
I

14

11. El método de la reivindicacién 7, en el que el bloque de construccién de disacarido de sialilo es
Neu5Aca(2—3)Gal y un aceptor de tolil-2-O-benzoil-4,6-bencilidina-1-tio-R-D-galactopirandsido 17 de la formula:

Ph
¢o
o}

Q
HO STol

BzO
17

esta acoplado con el donante de sialil-fosfato de dibutilo N-acetil-5-N,4-O-carbonilo-protegido 6a para producir un
Neu5Aca(2—3)Gal de la formula:

AcO
AcO OAc

COOMe
0 o) STol

BzO
14 BzO

12. El método de la reivindicacién 7, en el que el bloque de construccién de disacarido de sialilo es
Neu5Aca(2—6)GalNAc y un aceptor de tolil-2-O-benzoil-4,6-bencilidina-1-tio-3-D-galactopirandsido 19 6 21 de la
férmula:
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BnC _-CH BnO _-CH
Q o)
HO HO O(CHo)sNHCbz

N3 N
Q(CH,)=NHCbz 3
19 (CHy)s 1

esta acoplado con el donante de sialil-fosfato de dibutilo N-acetil-5-N,4-O-carbonilo-protegido 6a para producir un

Neu5Aca(2—6)GalNAc de la féormula:

AcO
AcO, Ac COOMe
ANZPLS O~ g4
o U
N3 O(CH,)sNHCbz

o B
0)/(’ 20

)

HO
o]
AcO
AcO :OAC COOMe
AcN—ZQ O~ o_ O(CHz)sNHCbz
/}/o BnO.
N3
o) 22 HO
respectivamente.

13. El método de la reivindicacion 12, en el que el bloque de construccion disacarido Neu5Aca(2—6)GalNAc se
utiliza para la sintesis de un antigeno O-sialilado STn, 2,6-STF, 2,3-STF o glicoforina.
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l Desproteccicn global

0. p=3, cuando m=0, n=1, dcido sidlico af2—3), T0%
81. p=5, cuando m= n=1, scido sislico of2—3), 86%
62 p=T, cuando m=Z, n=3, cido sidlico al2—3), 56%

Esquema 7. Sintesis de derivados de acido di-, tri-, tetra-, hexa-, octa-sialico
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Kp de Hemaglutinina (ni)

Sugar Cal07(HIN1) Br39 (HIN1) | Brl0{H3N2)
376 + 40 233+ 23 6350 + 110
1307 + 533 443 + 156 2011 + 746
38340 N.D.# =107
30 686 + 230 N.D.# 836 + 96
@ -u-'!,:j: It ﬁli‘ :“a: R ﬁiﬁ :h rod E 15 it

Ma .. . - . ..
- Altas actividades de union, pero no se obsemnd dependencia de |a concentracion

Figura 6
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