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DESCRIPCION
Sintesis y uso de glicanos marcados isotopicamente
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a isotopdlogos de oligosacaridos y polisacaridos. En particular, la presente
invencion se refiere a la sintesis de glicanos marcados isotdpicamente y su uso como patrones en el analisis por
espectrometria de masas de mezclas de glicanos.

Antecedentes de la invencion

La glicosilacion es una de las modificaciones mas comunes de la proteina postraduccional en los sistemas
eucariotas. Se ha estimado que mas de la mitad de todas las proteinas de mamifero estan glicosiladas en algun
momento durante su existencia y virtualmente todas las proteinas de membrana y secretadas estan glicosiladas. La
glicosilacion es un proceso no basado en plantillas y se cree que introduce el alto nivel de variabilidad necesario
para procesos complejos en organismos superiores. Ademas de participar en interacciones macromoleculares clave,
se ha demostrado que los glicanos contribuyen al plegamiento, trafico y estabilidad de proteinas.

Los N-glicanos estan unidos a la cadena principal proteica a través de residuos de asparagina que forman parte de
las secuencias tripeptidicas Asn-X-Ser o Asn-X-Thr, siendo X cualquier aminoéacido, excepto prolina. Dependiendo
de los residuos de azlcar terminales, los N-glicanos se clasifican en N-glicanos complejos, de alto contenido de
manosa e hibridos. Esta clasificacion se basa en el motivo pentasacarido comin compartido por la mayoria de los N-
glicanos. Los O-glicanos estan unidos a través de residuos de serina o treonina a la proteina. Existen varias
estructuras de nucleo de O-glicano, siendo las mas comunes Nucleo 1, Nicleo 2, Nucleo 3 y Nucleo 4.

Se sabe que numerosas enfermedades implican cambios adquiridos en la glicosilacién y/o en el reconocimiento de
glicanos. Por ejemplo, la glucosilacion alterada es una caracteristica universal de las células cancerosas y algunas
estructuras de glicano son marcadores bien conocidos para los tumores y la progresién tumoral. Como resultado, los
métodos para el andlisis completo de la glicosilacion de proteinas y la composicién de glicanos son de interés para la
comunidad cientifica.

Para la mayoria de los métodos de perfilacion de glicol, los glicanos se eliminan de la proteina bien mediante
hidrazindlisis o tratamiento con un péptido glicosidasa especifico (por ejemplo, PNGasa F). Debido a su alta
sensibilidad a bajas concentraciones, la espectrometria de masas se utiliza a menudo en el andlisis de las mezclas
complejas resultantes. Sin embargo, la intensidad de sefial de analitos particulares depende, entre muchos otros
factores, de las propiedades fisicas (probabilidad de ionizacién, tendencia a fragmentarse, etc.) del analito, haciendo
muy dificil cualquier cuantificacion relativa, e incluso a veces la identificacion.

La identificacion de glicanos comunes a dos muestras y su cuantificacion relativa puede facilitarse mediante el uso
de la derivatizacién de las mezclas de glicanos para incorporar marcas isotépicas. Las dos muestras se etiquetan
con la forma ligera y pesada del reactivo de marcado y después se mezclan antes del andlisis usando
espectrometria de masas. La derivatizacién para incorporar marcadores isotépicos en mezclas de glicanos aisladas
a partir de glicoproteinas se ha realizado usando técnicas de pemmetilacion o marcado de is6topos reductores de
glicano, en el que la etiqueta se introduce usando aminacion reductora (Atwood, 2007; Bowman, 2007, 2010;
Botelho, 2008; Hitchcock, 2006; Hsu, 2006; Kang, 2007; Lawrence, 2008; Ridlova, 2008; Yuan, 2005; Zhang, 2003).

Los siguientes documentos describen oligosacaridos marcados y usos de los mismos:

Documento 1: Mark A. Breidenbach, Krishnan K. Palaniappan, Austin A. Pitcher, y Carolyn R. Bertozzi, (2012)
Mapping Yeast N-glycosites with isotopically recorded glycans. Mol. Cell. Proteomics 11(6): M111.015339. DOI:
10.1074/mcp.M111.015339.

Documento 2: W02008/130924, publicado el 30 de octubre de 2008.

Documento 3: Jin Yuan, Noritaka Hashii, Nana Kawasaki, Satsuki Itoh, Torn Kawanishi, y Takao Hayakawa,
(disponible en linea desde 2004) Isotope tag method for quantitative analysis of carbohydrates by liquid
chromatographymass spectrometry. J. Chromatogr. A, 1067 (2005) 145-152.

El documento 1 describe el mapeo de N-glicdsidos de levadura usando una isomezcla de GIcNAc. El documento 2
describe métodos de fabricacion de glicanos aminados marcados isotdpicamente mediante aminacién reductora. El
documento 3 describe el uso de etiquetas de piridilamino para perfiles de oligosacaridos.

La aminacion reductora normalmente se produce en el extremo reductor de los glicanos y puede usar anilina
isotépicamente marcada, aminopiridina o acido antranilico. Por ejemplo, Xia et al. (2009) han demostrado el uso de
etiquetas de anilina marcadas isotdpicamente para comparar las diferencias en mezclas de glicanos liberados de
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suero humano y de raton. Los glicanos fueron liberados por la PNGasa F, después las mezclas resultantes se
derivaron por separado por aminacion reductora con 2Ce-anilina o **Ce-anilina. Analizando una combinacién
equimolar de la mezcla derivatizada con 2Ce-anilina de glicanos de suero de ratén y la mezcla derivatizada con 13Ce-
anilina de glicanos de suero humano, los autores informaron que fueron capaces de identificar picos de masa
pareados separados por una diferencia de masa de 6 Da y asignar estructuras plausibles para glicanos comunes a
ambas muestras. Los autores informaron que una comparacion de las intensidades relativas de estos picos permitio
una determinacién de la cantidad de un glicano comUn particular presente en una muestra comparada con la otra.

Sin embargo, estos métodos proporcionan solo resultados semicuantitativos. Ademas, los resultados se ven
afectados por la reproducibilidad de los procedimientos de marcado y los problemas causados por reacciones
secundarias, degradacion oxidativa y "reacciones de desprendimiento” (que pueden producirse debido a ciertas
condiciones de reaccién en soluciones acuosas), y la funcionalizacion importante puede perderse durante la etapa
de derivatizacion.

Las etiquetas isotopicas también se han utilizado en protedmica. Breidenbach et al. (2012) han demostrado la
incorporacion metabolica de GIcNAc marcado isotopicamente en N-glucanos de levadura usando una metodologia
de preparacion de muestras asistida por filtro. Se utilizé una isomezcla de GIcNAc que comprendia la abundancia de
is6topos naturales GIcNAc, **C-GIcNAc y 3C4*®N1-GIcNAC en una relacién 1:2:1 para imitar el patron de triplete de
isétopos de dibromuro. Los conjugados de glicol resultantes que contenian la isomezcla se sometieron a digestiéon
FASP y desglicosilacion EndoH y se analizaron utilizando una busqueda de patron de envoltura isotopica
automatizada (en experimentos de LC-MS/MS) para facilitar la identificacion de glucésidos. El método permitié a los
autores poner la prioridad de fragmentacién en los iones glucopéptidos, independientemente de sus intensidades
relativas con respecto a otros iones en la muestra.

Existe una necesidad no satisfecha de métodos mejorados para analizar rapida y facilmente el contenido de mezclas
de glicanos liberados, y en particular uno que no tenga los inconvenientes de la técnica anterior descrita.

Sumario de la invencion

La presente invencion se basa en la idea de los inventores de que isotopdlogos estables de glicanos individuales y
glicoconjugados usados como patrones en espectrometria de masas pueden tener utilidad en el andlisis cualitativo y
cuantitativo de mezclas complejas. En particular, la presente invencion aborda los problemas de reproducibilidad y
pérdida de informacion funcional asociados a los procedimientos isotopicos de etiquetado de glicanos conocidos en
la técnica, en los que se derivan mezclas de glicanos para incorporar la etiqueta durante o después de la eliminacién
de la proteina. Los presentes inventores han proporcionado métodos para la generacion sintética de glicanos
marcados isotopicamente que luego pueden ser dopados en una muestra de analito y analizados por espectrometria
de masas. Estos métodos permiten la identificacion de glicanos de estructura conocida en la muestra de analito a
través de la comparacion de la envoltura o envolturas de espectrometria de masas asociadas a los picos de
espectrometria de masa restantes (asociados a la muestra).

Ademas, la presente invencién permite la cuantificacion de glicanos particulares dentro de la muestra en términos
absolutos mediante la adicion de una cantidad conocida del estandar, representando una ventaja significativa sobre
los métodos conocidos en la técnica que proporcionan solo datos semicuantitativos. La presente invencion
proporciona bibliotecas de estandares de glicano marcados isotépicamente (los denominados "estandares
marcados") para su uso en el analisis cualitativo y cuantitativo de mezclas complejas de glicanos usando
espectrometria de masas. Ademas se proporcionan métodos para usar estos estandares para analizar cualitativa y/o
cuantitativamente la composicién de mezclas complejas de glicanos. Estos métodos de analisis pueden tener utilidad
en la identificacion de marcadores de glicano asociados a trastornos particulares y patologias y otros procesos
biolégicos.

En términos generales, la presente invencién incluye métodos para la sintesis de glicanos marcados isotdpicamente
(incluyendo glicoconjugados) que comprende tratar un glicano que comprende al menos dos unidades de azUcar con
un agente de acilacion marcado isotdpicamente para incorporar marcadores isotépicos en estructuras de glicano.

Estos oligosacaridos marcados isotdpicamente son estructuras de nicleo de oligosacarido que pueden usarse
entonces para sintetizar bibliotecas de estandares de glicano marcados isotépicamente a través de etapas de
derivacién enzimatica, es decir, diversificacion por una o mas etapas catalizadas por enzimas. Esto representa un
avance significativo en los métodos para la deteccion cualitativa (y cuantitativa) de glicanos particulares.

Por consiguiente, en un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un método para la sintesis de un
oligosacarido marcado isotopicamente, comprendiendo el método:

acilar un oligosacéarido con un agente de acilacion marcado isotépicamente, en el que el oligosacarido esta
opcionalmente protegido con uno 0 mas grupos protectores.

En un primer aspecto, la presente invencion proporciona un método para la sintesis de un glicano marcado
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isotépicamente para su uso como patrén interno de espectrometria de masas, comprendiendo el método:

acilar una estructura de nucleo de oligosacarido con un agente de acilacion marcado isotopicamente, en el que la
estructura de nucleo de oligosacéarido estd opcionalmente protegida con uno o mas grupos protectores, para
obtener una estructura de nucleo de oligosacarido marcada isotopicamente; y

derivar enzimaticamente el oligosacarido isotopicamente marcado resultante para obtener el glicano marcado
isotépicamente.

La derivacidon enzimatica, que también se puede denominar diversificacion enzimatica, como se usa en el presente
documento, se refiere a someter un oligosacarido como se describe en el presente documento a una reaccion
catalizada por enzimas. Las reacciones de derivacion/diversificacién enzimatica adecuadas incluyen:

- Elongacion: la adicion de (a) una o mas unidades de azlcar adicionales al oligosacarido, normalmente a través
de una reacciéon de condensacion con un donante de azlcar adecuado usando una glicosiltransferasa. La
elongacioén puede producirse en un extremo del oligosacarido, o en una unidad de azucar intermedio.

- Truncamiento: la eliminacion de (a) una 0 mas unidades de azUcar de un extremo del oligosacarido. Esto es
normalmente a través de una reaccién de hidrolisis con una hidrolasa.

- Epimerizacion: la inversion total o parcial de un estereocentro en la molécula. Esto es normalmente catalizado
por una epimerasa.

- Transglicosilacion (reacciones de transferencia de glicosilo): la transferencia de una unidad de azucar de un
donante a un aceptor; es decir, un oligosacarido pierde una unidad de azlcar, es decir, se trunca, mientras que
otro oligosacarido gana una unidad de azUcar (es decir, se alarga). Estas reacciones pueden estar catalizadas
por una sintetasa o transglicosidasa.

- Modificacion postraduccional: se puede incorporar otra funcionalizacion durante la derivacién enzimatica. Las
modificaciones postraduccionales comunes son conocidas en la técnica, y pueden incluir, sin limitacién,
fosforilacion, sulfatacion y acilaciéon.

Normalmente, tales etapas de derivacion catalizada por enzimas son quimio-selectivas. Se apreciara que el primer
aspecto de la presente invencién proporciona métodos para la generacion conveniente de un gran nimero de
estructuras de glicano marcadas isotépicamente para su uso como patrones internos de espectrometria de masas a
partir de oligosacaridos de nucleo "relativamente pequefios”, como se describe en el presente documento.

En algunas realizaciones, la etapa de derivacidon enzimatica comprende una etapa de hidrélisis enzimatica para
eliminar una unidad terminal de azlcar. Esto permite el acceso a patrones asimétricos derivados, por ejemplo, del
nucleo de N-glicano heptasacarido biantenario, sintetizado como se describe en el presente documento.

En algunas realizaciones, la etapa de derivacion enzimatica comprende una etapa de elongacién enzimatica del
glicano resultante con una glicosiltransferasa y un donante de azlcar adecuado. En la técnica se conocen métodos
convenientes de elongacion enzimatica (Blixt, 2006; Ruiz, 2001; Serna, 2010, Zou, 2011) y se describen
adicionalmente a continuacién. Los donantes de azucar adecuados pueden ser mono, oligo o polisacaridos. En
algunas realizaciones, la etapa de elongacién enzimatica se repite una o mas veces. En realizaciones en las que se
repite la etapa de elongacién enzimatica, preferiblemente el donante de azlcar en cada etapa es un donante de
azucar monosacarido adecuado.

En algunas realizaciones, el donante de azlcar en la etapa de elongacion enzimatica estd marcado isotépicamente.
En realizaciones en las que se repite la etapa de elongacién enzimatica, el donante de azlcar en una etapa de
elongacién enzimatica puede marcarse isotépicamente independientemente de si el donante de azulcar en cualquier
otra etapa de elongaciéon enzimatica esta o no marcado isotépicamente. El donante de azlcar puede marcarse
isotépicamente con cualquier forma isotdpica adecuada de un atomo en cualquier posicion adecuada. De esta
manera, se pueden incorporar unidades de monosacarido marcadas isotopicamente adicionales en el oligosacarido
marcado isotopicamente. Esto puede tener utilidad en el andlisis de glicanos usando patrones de fragmentacion
obtenidos en métodos MS-MS y para generar diferentes isotopologos de una estructura de glicano particular para
ayudar al andlisis cuantitativo preciso como se describe a continuacion.

Se apreciara que la etapa de derivacion enzimatica puede comprender una Unica etapa catalizada por enzimas, o
puede incluir mas de una etapa catalizada por enzimas en secuencia. Por ejemplo, la etapa de derivacion enzimatica
puede ser una sola etapa de hidrolisis o elongacion, o puede incluir mas de mas una etapa de hidrdlisis y/o
elongacién para generar las estructuras de glicano deseadas. Por ejemplo, un nucleo de oligosacarido marcado
isotépicamente puede elongarse secuencialmente, o truncarse y después elongarse (secuencialmente). Un
oligosacarido marcado isotopicamente también puede elongarse y después truncarse en una posicion diferente.
Puede ser deseable un ordenamiento diferente de las etapas para adaptarse a la especificidad de las enzimas
utilizadas. En el presente documento se proporcionan ejemplos representativos no limitantes.

Tal como se usa en el presente documento, el término oligosacarido pertenece a polimeros sacaridos que
comprenden al menos dos azlcares simples (unidades monosacarido). En algunas realizaciones, el oligosacarido es
un disacarido. En algunas realizaciones, el oligosacarido es un trisacarido. En algunas realizaciones, el oligosacarido
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es un tetrasacarido. En algunas realizaciones, el oligosacarido es un pentasacarido. En algunas realizaciones, el
oligosacarido es un hexasacarido. En algunas realizaciones, el oligosacarido es un heptasacarido. En algunas
realizaciones, el oligosacarido es un oligémero superior. El oligosacarido puede ser lineal o ramificado (también
denominado antenario).

El oligosacarido puede comprender uno o mas grupos hidroxilo o amino, cada uno de los cuales puede protegerse
independientemente con un grupo protector. En algunas realizaciones, los grupos hidroxilo y/o amino libres no estan
protegidos. En otras realizaciones, algunos o todos los grupos hidroxilo presentes estan protegidos. En algunas
realizaciones, esta presente al menos un grupo amino primario y/o secundario protegido.

Los grupos protectores adecuados para grupos hidroxilo y amino son conocidos en la técnica. Puramente a modo de
ejemplo, y sin limitacién, los grupos protectores adecuados para su uso en la presente invencion se analizan a
continuacion. En algunas realizaciones, los grupos protectores se seleccionan para ser ortogonales entre si para
facilitar la desproteccion selectiva y la manipulacién quimica en las posiciones deseadas sobre el oligosacarido.

Preferentemente, el oligosacarido comprende al menos un grupo -NH libre y la acilacion se produce en el grupo -
NH> libre. Cuando esta presente mas de un grupo NH libre, puede producirse acilaciéon en cada grupo -NH libre.

Los presentes inventores han encontrado que los motivos de nucleo semi-protegidos son sustratos adecuados para
la derivacién enzimatica quimioselectiva. Ademas, la presencia de los grupos protectores puede tener ventajas
particulares. Por ejemplo, tal como se describe en el presente documento, los grupos bencilicos pueden actuar como
cromoforos para la deteccion de picos durante el analisis y la purificacion por HPLC, y pueden facilitar la separacion
de diferentes productos, por ejemplo, glicanos isoméricos.

Por consiguiente, en algunos métodos descritos en el presente documento, los oligosacaridos de nicleo marcados
isotépicamente estan parcialmente protegidos durante la etapa de derivacion enzimatica. De manera adecuada, los
grupos protectores son grupos bencilo opcionalmente sustituidos, preferiblemente grupos -CH,Ph, presentes en uno
0 mas grupos hidroxilo.

Por ejemplo, los métodos descritos en el presente documento pueden incluir al menos una etapa de derivacion
enzimatica en un oligosacarido parcialmente protegido marcado isotdpicamente, seguido de una etapa de
desproteccion. Seguidamente pueden seguirse entonces etapas adicionales de derivacion enzimatica. Por ejemplo,
el oligosacarido parcialmente protegido puede estar parcialmente bencilado. De manera adecuada, cuando el
oligosacarido tiene uno o mas grupos bencilo, la etapa de desproteccién puede ser hidrogenacion.

En algunas realizaciones, En algunas realizaciones, el oligosacarido comprende un motivo de disacarido,
comprendiendo el motivo de disacarido una primera unidad de monosacarido y una segunda unidad de
monosacarido, en el que al menos una de la primera unidad de monosacarido y/o segunda unidad de monosacarido
comprende un grupo amino y se produce acilacién en el grupo o grupos amino. En realizaciones en las que el
oligosacarido comprende mas de dos unidades de monosacarido, el motivo disacarido puede estar situado en un
extremo de la cadena sacarida, que puede ser un extremo reductor o no reductor. En realizaciones en las que el
oligosacarido comprende mas de cuatro unidades de monosacarido, el motivo disacarido puede estar situado en un
extremo o en una posicién intermedia dentro de la cadena sacarida.

El monosacarido que comprende un grupo amino es preferiblemente un monosacarido de amino azlcar. En términos
generales, cualquier monosacarido de amino azlcar que tenga al menos un grupo -NH, puede ser adecuado como
al menos una de la primera unidad de monosacarido y/o segunda unidad de monosacarido en los métodos del
primer aspecto de la presente invencion. Los ejemplos de amino azlcares adecuados incluyen, pero no se limitan a,
hexosaminas y derivados de las mismas. Los ejemplos de monosacaridos de amino azlcar adecuados incluyen,
pero no se limitan a, glucosamina (GIcN), galactosamina (GalN), manosamina (ManN), fructosamina (FruN),
fucosamina (FucN), acido muramico (Mur), acido neuraminico (Neu), daunosamina, y perosamina.

Otros derivados de amino azlcares también pueden ser adecuados para su uso de acuerdo con la presente
invencion. Por consiguiente, en algunas realizaciones, la primera unidad de monosacarido y/o segunda unidad de
monosacarido es un derivado desacetilo de un N-acetilamino azlcar. Los ejemplos adecuados, ademas de los
enumerados anteriormente, incluyen, por ejemplo, desacetil aspartilglucosamina. Las unidades de monosacarido
pueden estar ademas sustituidas y comprender una parte de, por ejemplo, un glicésido.

La segunda unidad de monosacarido puede ser un segundo amino azucar, un N-acetilamino azlcar u otra unidad de
azucar. Por ejemplo, y no a modo de limitacién, la segunda unidad de monosacarido puede ser una hexosa o
pentosa o amino azUcar de la misma, y puede estar ademas sustituida con, por ejemplo, cadenas de acidos grasos
(por ejemplo, la segunda unidad de monosacarido puede ser el lipido A).

En algunas realizaciones en las que el oligosacarido comprende un motivo disacarido, la primera unidad de
monosacarido se selecciona de:
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GIcN, GalN, ManN, FruN, FucN, Mur, o Neu;
y la segunda unidad de monosacarido se selecciona de:

Glc, Gal, Man, Rha, Fru, Fuc, GIcN, GalN, ManN, FruN, FucN, Mur, Neu, GlcNAc, GalNAc, ManNAc, FruNAc,
FucNAc, MurNAc, NeuNAc, acido sidlico, o inositol.

La primera unidad de azlicar monosacarido y la segunda unidad de azlicar monosacarido se pueden disponer en las
secuencias, desde el extremo no reductor al extremo no reductor, la primera unidad de monosacarido seguida de la
segunda unidad de monosacarido, o la segunda unidad de monosacarido seguida de la primera unidad de
monosacarido.
En una realizacion, la secuencia es:

primer monosacarido - segundo monosacarido.
En una realizacion, la secuencia es:

segundo monosacarido - primer monosacarido.
En algunas realizaciones preferidas, la primera y segunda unidades de monosacarido del motivo disacarido del
oligosacarido se seleccionan de entre las unidades de monosacérido asociadas a nicleos de N- y -O-glicano y sus
formas des-acetilo. Por consiguiente, en algunas realizaciones, la primera unidad de monosacarido es glucosamina
0 galactosamina y la segunda unidad de monosacéarido se selecciona de manosa, galactosa, glucosamina,
galactosamina, N-acetil-glucosamina, o N-acetil-galactosamina. En algunas realizaciones, la primera unidad de
monosacarido es glucosamina y la segunda unidad de monosacéarido se selecciona de manosa, galactosa,
glucosamina, galactosamina, N-acetil-glucosamina, o N-acetil-galactosamina, preferiblemente de entre manosa o
glucosamina. En algunas realizaciones, la primera unidad de monosacarido es galactosamina y la segunda unidad
de monosacarido se selecciona de entre manosa, galactosa, glucosamina, galactosamina, N-acetil-glucosamina, o
N-acetil-galactosamina, preferiblemente de entre manosa o glucosamina.

En algunas realizaciones, el método comprende hacer reaccionar un oligosacarido que comprende un motivo
seleccionado de:

GIcN-GIcN
Gal-GalN
GalN-GIcN

con un agente de acilacion marcado isotépicamente. Pueden estar presentes unidades de monosacarido adicionales
en los extremos reductores y/o no reductores.

En algunas realizaciones, el método comprende hacer reaccionar un oligosacarido que comprende el motivo:
Man-GIcN-GIcN

con un agente de acilacion marcado isotopicamente. Pueden estar presentes unidades de monosacarido adicionales
en los extremos reductores y/o no reductores.

En una realizacion preferida, el método comprende hacer reaccionar un oligosacarido que comprende el motivo:
Man-GIcN-GIcN

con un agente de acetilacion marcado isotopicamente para obtener un oligosacarido que comprende el motivo:
Man-GIcNAc*-GIcNAc*

en el que Ac* es un grupo acetilo marcado isotépicamente.

En algunas realizaciones, el método comprende hacer reaccionar un oligosacarido de férmula (A) con un agente de
acetilacion marcado isotopicamente en condiciones adecuadas para formar un oligosacarido de formula (B):
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3
3. RO
RO 1
RO Rio 0R1O OR®
NH,
(A)

|

3
3 RO
RO 1
(] 1
Rsofax’%o O RO o ,
RO 1 O OR
RO NH R O
AcH NH
c %
Ac
(B)
en la que:
cada R' es independientemente H o un grupo protector;
R’ es independientemente H o un grupo protector;
cada R® independientemente es H, un grupo protector, o (Sac)m, en la que cada Sac es una unidad de
monosacarido y m es un nimero entre 1 y 50.
En algunas realizaciones, el método comprende hacer reaccionar un oligosacarido de formula (C) con un agente de
acetilacion marcado isotopicamente en condiciones adecuadas para formar un oligosacarido de férmula (D):
3
RO
R3O3,%O//O
RO NH, R°O
2 R303 o]
R°O 5
RO
O 1 ]
O s 2
O 1 i OR
3 RO NH, R ©
5RO 2 NH,
RO 0
NH 3 (C)
3 2
Rag O RO
3 O O
RO
3
RO
RO 3
NH RO o
Act R0 ,
RO
C O 2
0 R1 e 1 OR
RO
3 NH
RO ' NH
Ac” RSO “ Ac” Ac*
NH 3
e 530 RO (D)
3 o) O
RO
en la que:
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cada R' es independientemente H o un grupo protector;

R? es independientemente H o un grupo protector;

cada R® es independientemente H, un grupo protector, o (Sac)m en la que cada
Sac es una unidad de monosacérido y m es un nimero entre 1y 50.

Como se ha definido anteriormente, en algunas realizaciones, cada RY, R? y R® puede ser independientemente un
grupo protector. Los grupos protectores pueden ser iguales o diferentes. Por ejemplo, si mas de un R® es un grupo
protector, cada R? puede ser igual que, o diferente de, cualquier otro grupo protector. En algunas realizaciones, al
menos un R® es (Sac)m, en la que m es un namero entre 1 y 50. En realizaciones en las que mas de un R® es
(Sac)m, cada (Sac)m puede ser independientemente igual o diferente de cualquier otro (Sac)m en la molécula.

En algunas realizaciones, m es un nimero entre 1y 20.
En algunas realizaciones, m es un nimero entre 1y 10.
En algunas realizaciones, m es un nimero entre 1y 5.
En algunas realizaciones, mes 1 o0 2.

En algunas realizaciones, R? es H. En algunas realizaciones, cada R® es H. En una realizacion preferida, cada R' es
bencilo, R? es H, y cada R® es H.

En algunas realizaciones, el método comprende:

glicosilar un oligosacarido de formula (1):

1
4. PO
2
P5PO O%jo: PO 0 Po— o
HO Sm%mopz
NP 3

NP
(h

en la que cada uno de P!, P2, P, P* y P° es independientemente un grupo protector, u opcionalmente P*y P°
juntos forman un grupo acetal;

con un donante de azucar de férmula general (l1):
(Sac)n-Sac-LG ()}

en la que cada Sac es una unidad de monosacarido, n es un niimero entre 0 y 50, y -LG representa la posicién
anomérica no glicosilada del donante de azucar cebado con un grupo saliente adecuado;

para dar un oligosacarido de férmula (ll):

PO

4
e 2
0 A e %;%OP
(Sac),—Sac NP

(111 .

eliminar P* para revelar un grupo hidroxilo y glicosilar el grupo hidroxilo resultante con un donante de azlcar de
férmula general (11);

eliminar cada grupo p3 para revelar un grupo amino libre y acetilar cada grupo amino libre resultante con un
agente de acetilacién marcado isotépicamente.

En algunas realizaciones, n es un nimero entre 0 y 20.
En algunas realizaciones, n es un nimero entre 0 y 10.
En algunas realizaciones, n es un nimero entre 0y 5.
En algunas realizaciones, nes 0 o0 1.
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Se conocen en la técnica donantes de azlcar adecuados y pueden incluir, sin limitacién, haluros de glicosilo, por
ejemplo, fluoruros y bromuros de glicosilo; fosfatos de glicosilo, trihaloacetimidatos de glicosilo, n-pentenil glucésidos
(y mas generalmente, hemiacetales adecuados, ortoésteres y donantes de glicosilo sustituidos con 1-oxigeno) y tio-
glucosidos. La reactividad de un donador de azucar puede depender de la naturaleza de cualquier grupo protector
presente. Los donantes de azlcar pueden estar desarmados (por ejemplo, mediante proteccion con grupos acetilo),
armados (por ejemplo, mediante proteccién con grupos bencilo) o super armados (por ejemplo, mediante proteccién
con grupos sililo voluminosos).

En algunas realizaciones preferidas, el grupo saliente donador de aztcar comprende un grupo trihaloacetimidato,
preferiblemente un grupo trifluoroacetimidato, tal como, por ejemplo:

Ph
/
N
CF,
Sac—0

En algunas realizaciones, el método comprende la etapa de glicosilar la posicién C2 de la unidad de monosacarido A
para obtener un glicano bi-anterior. En algunas realizaciones, el método comprende la etapa de glicosilar la posicion
C4 de la unidad de monosacéarido A. La glicosilacién en la posicién C4 puede seguir a la glicosilacion en la posicién
C2 para producir un glicano tri-antenario, o puede ocurrir sin una etapa de C2-glicosilacion anterior para producir un
glicano bi-anterior. En realizaciones en las que el método comprende glicosilacion tanto en C2 como en C4 de la
unidad de monosacarido A, las etapas de glicosilacion pueden producirse en cualquier orden.

La glicosilacién quimio-selectiva puede ser catalizada enzimaticamente y/o puede ser facilitada por estrategias de
proteccion selectiva y/o proteccién de grupos.

Preferentemente, el ndcleo de oligosacarido utilizado para la derivacion enzimatica comprende de 3 a 9 unidades de
monosacarido.

En algunas realizaciones de los métodos de la presente invencion, el agente de acilacion marcado isotépicamente
puede ser un haluro de acilo o un anhidrido de un &cido carboxilico adecuado. En algunas realizaciones preferidas,
el agente de acilacion marcado isotépicamente es anhidrido acético isotopicamente marcado, preferiblemente
(**CHs"¥Cc=0),0, (**CH3C=0),0, (CH3"*C=0),0, (CDsC=0),0, (**CDs*C=0),0, (*CD3C=0).0, 0 (CD;**C=0),0.

En algunas realizaciones, el agente de acilacién marcado isotépicamente es (**CHs**C=0),0.

En algunas realizaciones de la presente invencidon, cada Ac* si esta presente, se selecciona de entre -
(**c=0)"3CHs, -(C=0)"CHs, -(**C=0)CH3, -(C=0)CD3, - (**C=0)"*CDs, -(C=0)"*CDs, -S13C=O)CD3, -(**c=0)*CHs, -
(c:og“cm, -(**C=0)CHs, -(C=""0)CHs, -(**Cc='"0)CHs, -(C=''0)"CHs, -(**Cc='"0)°CHs;, -(C='°0)CHs, -
(**C=""0)CHs, -(C="0)"*CHs, -(**C="*0)"*CHa.

En algunas realizaciones de la presente invencion, cada Ac*, si esta presente, se selecciona de entre -(13C:O 13CHs,,
-$C=O)13CH3, -(**C=0)CHjs, -(C=0)CD3, -(**C=0)"*CDs, -(C=0)"*CDs, -(**c=0)CDs, -(**C=0)*CHs, -(C=0)**CHs, -
(**C=0)CHs, -(C=""0)CHps, 0 - (C="°0)CHs.

En algunas realizaciones de la presente invencidon, cada Ac* si esta presente, se selecciona de entre -
(**c=0)"3CHs, -(C=0)"*CHs, -(**C=0)CHs, -(C=0)CDs, - (**C=0)"CD3, -(C=0)"*CDs o -(**C=0)CDs. En algunas
realizaciones de la presente invencién, cada Ac*, si esta presente, se selecciona de entre - (13C:O)13CH3, -
(C=0)"*CHjs, 0 -(**C=0)CHs. En algunas realizaciones de los métodos, cada Ac*, si esta presente, es -(**C=0)"*CHs.

En algunas realizaciones, los métodos de acuerdo con el primer aspecto comprenden ademas la formacion de una
oxazolina en una posicion anomérica libre de una unidad de acetil-hexosamina en el oligosacarido marcado
isotopicamente. La glicosil oxazolina marcada isotopicamente resultante se puede usar entonces para preparar un
glicoconjugado marcado isotopicamente.

En algunas realizaciones, los métodos de acuerdo con el primer aspecto comprenden ademas la glicosilacion de un
péptido, lipido o proteina para obtener un glicopéptido marcado isotdpicamente, peptidoglicano, glicolipido,
glicoproteina que comprende el oligosacarido marcado isotopicamente.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un glicano que comprende un motivo seleccionado de
entre:
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Man-GlcNAc*-GIcNAc*
Gal-GalNAc”

C

GlcNAc*-GalNAc*

GlcNAc*__

GleNAG — GalNAc

en el que cada Ac* estd marcado isotopicamente. El término glicano, como se usa en el presente documento, se
refiere a cualquier sacarido en forma libre o que forma una porcién de carbohidrato de un glicoconjugado.

En algunas realizaciones, el motivo es:
Man-GIcNAc*-GIcNAc*

en el que cada Ac* estd marcado isotépicamente.

En algunas realizaciones, el glicano comprende el motivo:

GlcNAc*-Man ~

Man-GlcNAc*-GleNAc*
GlcNAc*-Man ~—

en el que cada Ac* estd marcado isotépicamente.

En algunas realizaciones, cada Ac*, si esta presente, se selecciona de entre - (*C=0)"CHs, -(C=0)"CHs, -
(**C=0)CHs, -(C=0)CDs, -(**c=0)"3CDs, -(C=0)"*CDs, -(**C=0)CDs, -(**C=0)"*CHs, -(C=0)*CHs -(**C=0)CHs, -
(C=""0)CHs, 0 -(C="20)CH3

En algunas realizaciones, el glicano comprende una o mas unidades de monosacarido adicionales, en las que cada
monosacarido adicional, si esta presente, puede estar marcado isotépicamente de forma independiente.

En algunas realizaciones, el nimero de unidades monosacéarido adicionales es mayor de 10.
En algunas realizaciones, el numero de unidades monosacarido adicionales es mayor de 30.
En algunas realizaciones, el numero de unidades monosacarido adicionales es mayor de 50.
En algunas realizaciones, el nUmero de unidades monosacarido adicionales es mayor de 100.

En algunas realizaciones, la presente invencién proporciona un glicano que tiene la estructura:

GlcNAc*-Man

Man-GlcNAc*-GIlcNAc*
GlcNAc*-Man —" .

Esta estructura es un sustrato de oligosacarido de nucleo especialmente adecuado para la derivacion enzimatica
para proporcionar diversos N-glicanos marcados isotopicamente.

Cuando cada Ac* es -(**C=0)"°CHs, esta estructura se denomina en el presente documento *Cg-G0. Como se
describe en este documento, puede haber ventajas en el uso de un oligosacarido de nicleo semi-protegido como
sustrato para la derivacién enzimatica. Por consiguiente, en algunas realizaciones, los cinco restos hidroxilo en el
extremo reductor GIcNAc*-GIcNAc* llevan grupos bencilo opcionalmente sustituidos. Cuando cada Ac* es -
(**c=0)"3CHs y estos cinco hidroxilo llevan cada uno un resto PhCHo-, la estructura se denomina en el presente
documento Cg-GO (Bns).

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un método para identificar un glicano en una muestra,

comprendiendo el método la adicion de un patrén etiquetado que comprende un glicano marcado isotdpicamente a
la muestra para obtener una muestra dopada, y analizar la muestra dopada usando espectrometria de masas. En
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realizaciones preferentes, el glicano marcado isotdpicamente es un glicano marcado isotépicamente de acuerdo con
la presente invencidn y/o puede obtenerse como se describe en el presente documento.

Preferentemente, el patrén etiquetado comprende un glicano marcado isotépicamente que es un isotop6logo de un
glicano sospechoso de estar presente en la muestra. En algunas realizaciones, el patron etiquetado comprende mas
de un glicano marcado isotépicamente. En algunas realizaciones, pueden afiadirse mas de un patron etiquetado a la
muestra para obtener la muestra dopada. En algunas realizaciones, se pueden afiadir mas de un glicano marcado
isotépicamente para facilitar la identificacion simultanea de glicanos multiples en una muestra.

Una ventaja de los métodos de la presente invencién sobre los métodos conocidos en la técnica anterior es que el
marcado del glicano o glicanos en la muestra para incorporar una etiqueta no es necesario, evitando problemas de
reproducibilidad de procedimientos de marcado y reacciones secundarias. Ademas, las fuentes de variabilidad
experimental que pueden estar presentes en métodos conocidos en la técnica se anulan, ya que tanto el glicano o
los glicanos marcados isotépicamente (en el patrén etiquetado) como el analito o analitos se analizan en el mismo
experimento y se tratan usando los mismos procedimientos. Cada glicano marcado isotdpicamente ioniza con la
misma eficacia que el analito correspondiente, pero es facilmente identificable por su aumento de masa fijo. En
algunas realizaciones, el patrén marcado tiene un espectro de espectrometria de masas predeterminado, que puede
facilitar el andlisis de la muestra dopada permitiendo que los picos de iones asociados al glicano marcado
isotépicamente sean identificados facilmente.

En realizaciones preferentes, se afiade una cantidad conocida del glicano marcado isotdpicamente a la muestra de
tal manera que el contenido de glicano de la muestra se puede cuantificar por comparacion de la intensidad relativa
de los picos de iones asociados al glicano y el glicano marcado isotdpicamente. A continuacién se proporcionan
detalles adicionales con respecto a la cuantificacién del contenido de glicano. Por consiguiente, a través de la
adicion de una cantidad conocida del glicano marcado isotdpicamente, un analito puede cuantificarse en términos
absolutos incluso en un biofluido complejo. En algunas realizaciones, pueden afiadirse cantidades conocidas de mas
de un glicano marcado isotopicamente para facilitar la identificacion y cuantificacion simultaneas de glicanos
multiples en una muestra.

En algunas realizaciones, el método comprende:

(i) seleccionar un patrén etiquetado que comprende uno o mas glicanos marcados isotépicamente;

(i) afiadir el patron etiquetado a la muestra para obtener una muestra dopada;

(i) analizar la muestra dopada usando espectrometria de masas para obtener picos de iones;

(iv) comparar la identidad y la intensidad de los picos de iones asociados al patron etiquetado con los picos de
iones adicionales en el espectro de la muestra dopada.

En algunas realizaciones preferidas, el patron etiguetado se selecciona para corresponder con el contenido de
glicano que se sospecha de la muestra. Por ejemplo, y no a modo de limitacion, si se sospecha que una muestra
comprende una combinacion de tres especies de glicano, se puede seleccionar un patrén etiquetado que comprende
isotopologos de estos tres glicanos.

El glicano o glicanos pueden derivarse antes del analisis de la muestra dopada. Las etapas de derivaciéon pueden
incluir, por ejemplo, permetilacién o derivacion de residuos de acido sidlico, si estan presentes, y pueden
comprender una etapa de limpieza. En algunas realizaciones, la derivacion comprende tratamiento con glicosidasa
para la eliminacion de acidos sialicos u otras unidades de azUcares terminales.

En algunas realizaciones preferidas, la espectrometria de masas es MALDI-ToF, ESI-ToF por infusion directa o LC-
MS, y puede comprender ademas fragmentacion por espectrometria de masas en tandem (a veces llamada MS-
MS), que puede facilitar la identificacion del analito y permitir que los analitos isobaricos se distingan en mezclas
complejas. La fragmentacion puede conseguirse usando, por ejemplo, disociacién inducida por colision (CID),
disociacién por captura de electrones (ECD), disociacion por transferencia de electrones (ETD), disociacién infrarroja
multifotonica (IRMPD), disociacion radiactiva infrarroja del cuerpo negro (BIRD), disociacion de separacion de
electrones (EDD) o disociacion inducida por la superficie (SID), o cualquier otro método adecuado.

En algunas realizaciones, la muestra es un biofluido complejo, y el glicano en la muestra puede ser, por ejemplo, un
glicano liberado a partir de una glicoproteina o anticuerpo recombinante. El glicano en la muestra puede ser un
biomarcador asociado a una enfermedad o trastorno médico, o un proceso biolégico, y en algunas realizaciones
preferidas, el método comprende ademas correlacionar la presencia o cantidad de uno o mas glicanos como un
indicador de una enfermedad o trastorno médico, o un proceso hiolégico. Sin limitacion, la enfermedad o trastorno
médico puede seleccionarse de entre cancer, un trastorno cardiovascular, una enfermedad inflamatoria de la piel,
diabetes mellitus, un trastorno gastrointestinal, un trastorno hepatico, anemia, una enfermedad o trastorno
inmunolégico, enfermedad autoinmune, artritis, incluyendo artritis reumatoide, una enfermedad infecciosa,
nefropatia, un trastorno neurolégico, un trastorno pulmonar o un trastorno congénito de la glicosilacion.

Estos métodos pueden realizarse in vitro.
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También se describe en el presente documento un método para diagnosticar un paciente sospechoso de tener una
enfermedad asociada a un glicano, comprendiendo el método:

(i) obtener una muestra sospechosa de contener el glicano;

(ii) seleccionar un patrén etiquetado que comprende un glicano marcado isotopicamente correspondiente al
glicano asociado a la enfermedad;

(i) afiadir el patron etiquetado a la muestra para obtener una muestra dopada;

(iv) analizar la muestra dopada usando espectrometria de masas para obtener picos de iones;

(v) comparar la identidad y la intensidad de los picos de iones asociados al patron etiquetado con los picos de
iones adicionales en el espectro de la muestra dopada;

(vi) usar la presencia de dicho glicano para ayudar al diagnéstico de la enfermedad o trastorno.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un glicano marcado isotépicamente como se describe en
el presente documento para su uso en un método de diagnostico, comprendiendo el método:

(i) obtener una muestra sospechosa de contener un glicano asociado a una enfermedad o trastorno de un
paciente;

(ii) seleccionar un patrén etiquetado que comprende un glicano marcado isotdpicamente correspondiente al
glicano asociado a la enfermedad o trastorno;

(iii) afiadir el patron etiquetado a la muestra para obtener una muestra dopada;

(iv) analizar la muestra dopada usando espectrometria de masas para obtener picos de iones;

(v) comparar la identidad y la intensidad de los picos de iones asociados al patron etiquetado con los picos de
iones adicionales en el espectro de la muestra dopada para identificar, y opcionalmente cuantificar, la
presencia de uno 0 mas glicanos en la muestra;

(vi) usar la presencia de dichos uno 0 mas glicanos para diagnosticar la enfermedad o trastorno.

También se describe en el presente documento un glicano marcado isotopicamente como se describe en el presente
documento para su uso en un método de diagndstico, y métodos de diagndstico, comprendiendo el método:

(i) seleccionar un patrén etiquetado que comprende un glicano marcado isotépicamente correspondiente a un
glicano asociado a una enfermedad o trastorno;

(i) afiadir el patron etiqguetado a una muestra que se ha obtenido de un paciente para obtener una muestra
dopada;

(iv) analizar la muestra dopada usando espectrometria de masas para obtener picos de iones;

(v) comparar la identidad y la intensidad de los picos de iones asociados al patron etiquetado con los picos de
iones adicionales en el espectro de la muestra dopada para identificar, y opcionalmente cuantificar, la presencia
de uno o mas glicanos en la muestra;

(vi) usar la presencia de dichos uno o mas glicanos para diagnosticar la enfermedad o trastorno.

Las muestras obtenidas de pacientes pueden obtenerse usando métodos conocidos en la técnica. De manera
adecuada, dado que el glicano o los glicanos en el material biolégico tomado del paciente pueden conjugarse con
una cadena principal proteica, la muestra puede obtenerse tomando material biolégico de un paciente y eliminando
el material de glicano de la cadena principal proteica por tratamiento enzimatico o quimico (hidrazindlisis). De
manera adecuada, el material resultante puede purificarse.

En un aspecto adicional, la presente invenciéon proporciona un kit para identificar un glicano en una muestra,
comprendiendo el kit:

(a) un patrén etiquetado, comprendiendo el patrén etiquetado uno o mas glicanos marcados isotdpicamente;

(b) instrucciones para dopar una muestra sospechosa de contener un glicano con el patrén etiquetado para

obtener una muestra dopada y analizar la muestra dopada usando espectrometria de masas.
Opcionalmente, el kit puede incluir datos de espectrometria de masas para el patron etiquetado que puede facilitar la
identificacion de analitos en la muestra a través de la facil identificacion de los picos de iones asociados al patron
etiquetado.

Las instrucciones pueden comprender ademas la etapa de comparar los picos de iones asociados al patron
etiquetado con los picos de iones adicionales en el espectro de masas.

En algunas realizaciones, el patrén etiquetado es una mezcla de glicanos marcados isotdpicamente que se sabe que
es una combinacion asociada a una enfermedad, trastorno o proceso biolégico particular.

A continuacion se describiran realizaciones de la presente invencion a modo de ejemplo y no de limitacion con
referencia a las figuras adjuntas.

"y/o" cuando se usa en el presente documento debe tomarse como descripcién especifica de cada una de las dos
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caracteristicas o componentes especificados con o sin la otra. Por ejemplo, "A y/o B" debe tomarse como una
descripcion especifica de cada uno de (i) A, (i) B e (ii) A y B, como si cada uno de ellos se expusiera
individualmente en el presente documento.

A menos que el contexto indique otra cosa, las descripciones y definiciones de las caracteristicas expuestas
anteriormente no se limitan a ningln aspecto o realizacién particular de la invencion, y se aplican igualmente a todos
los aspectos y realizaciones que se describen.

Breve descripcién de las Figuras

Figura 1. Una porcidn representativa de un espectro de masas de una muestra dopada que muestra los picos de
iones asociados a un glicano marcado isotépicamente y un analito correspondiente. Los picos indican la
intensidad medida de los picos de iones asociados a los glicanos marcados isotépicamente del patrén etiquetado
y los glicanos de analito correspondientes de la muestra.

Figura 2. Una representacion esquematica de posibles combinaciones de etapas de elongacién enzimatica para
proporcionar N-glicanos marcados isotépicamente.

Figura 3. La sintesis de [(2-acetamido-2-desoxi-B-D-glucopiranosil-(1—2)-a-D-mannopiranosil)-(1—6)]-[2-
acetamido-2-desoxi--D-glucopiranosil-(1—2)-a-D-mannopiranosil-(1—3)]-B-D-mannopiranosil-(1—4)-2-
acetamido-2-desoxi-B-D-qucopiranosiI-(1—>4)-2-acetamido-2-desoxi-(x,B-D-glucog)iranosa marcada
isotopicamente, en la que cada grupo acetilo estd marcado isotépicamente con B¢,

Figura 4. La sintesis de [(2-acetamido-B-D-glucopiranosil)-(1—2)-a-D-mannopiranosil]-(1—6)-[di-(2-acetamido-f-
D-glucopiranosil)-(1—2)-(1—4)-a-D-mannopiranosil]-(1—3)-B-D-mannopiranosil-(1—4)-2-acetamido-3,6-di-O-
benciI-2-desoxi-B-D-qucopiranosi|-(1—>4)-2-acetamido-1,3,6-tri-O-benciI-2-desoxi-B-D-gIucoPiranésido marcado
isotdpicamente triantenario, en la que cada grupo acetilo estad marcado isotépicamente con 3C,

Figura 5. Glicanos obtenidos por sintesis quimio-enzimatica: truncamiento enzimatico de 3Ce-GO.
Figura 6. Glicanos obtenidos por sintesis quimio-enzimatica: fucosilacién de 3Ce-MGN3.
Descripcion detallada
Definiciones
Marcado isotépicamente

Tal como se usa en el presente documento, marcaje isotépico, marcado isotdpicamente, y otros términos similares
se usan como se entiende en la técnica. Concretamente, un compuesto marcado isotdpicamente es un compuesto
en el que al menos un atomo de posicidon conocida se enriquece con un isotopo distinto del is6topo natural mas
abundante é)ara ese elemento. Por ejemplo, metano puede estar marcado isotopicamente con B¢, y tiene la
estructura °CH,, o esta marcado con deuterio. Metano marcado con deuterio puede referirse a un compuesto en el
gue una o mas de las cuatro posiciones de atomo de hidrégeno asociadas a metano estan enriquecidas con ’H (D).
Las estructuras de metanol marcadas con deuterio comunes incluyen CDH3z y CDa.

Marcaje isotopico se refiere a un enriquecimiento isotdpico por encima de la abundancia natural. Preferentemente, la
?3ureza isotopica en la posicion enriquecida es mayor del 50%. Por ejemplo, en metano marcado isotépiclasmente con
C, esto significa que el 50 % o mas de las moléculas individuales comprenden un atomo de ~“C. En las
realizaciones de la presente invencion, la pureza isotépica en la posicibn o posiciones enriquecidas es
preferiblemente mayor del 80 %. Mas preferentemente, la pureza isotdpica en la posicién o posiciones enriquecidas
es mayor del 90%.
En algunas realizaciones preferidas, la pureza isotépica en la posicion o posiciones enriquecidas es mayor del 95%.
En algunas realizaciones preferidas, la pureza isotépica en la posicion o posiciones enriquecidas es mayor del 97%.
En algunas realizaciones preferidas, la pureza isotépica en la posicion o posiciones enriquecidas es mayor del 98%.
En algunas realizaciones preferidas, la pureza isotépica en la posicion o posiciones enriquecidas es mayor del 99%.

Grupo acilo

Tal como se usa en el presente documento, un grupo acilo es un grupo funcional derivado de la eliminacién de un
grupo hidroxilo de un acido carboxilico. Los grupos acilo comunes incluyen formilo (metanoilo), acetilo (etanoilo),
propionilo (propanoilo), benzoilo, y acrililo (propenoilo). Otros grupos acilo de relevancia biolégica incluyen, pero no
se limitan a, hidroxietanoilo (glicolilo) y grupos acilo obtenidos a partir de acidos grasos Ca.1s (por ejemplo, butanoilo,
hexanoilo, octanoilo, y decanoilo) y acidos grasos hidroxilados.

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 644 763 T3

La acilacién es el proceso de adicion de un grupo acilo a un compuesto que utiliza un agente de acilacion. En el
contexto de la presente invencién, la acilacién tiene lugar en un grupo funcional nucleéfilo, por ejemplo, un grupo
amino o un grupo hidroxilo. Cuando esta presente mas de un grupo nucledfilo, el orden en el que los grupos estan
acilados se determina por la nuclecfilicidad y factores estéricos. Los agentes de acilacion comunes incluyen cloruros
de acilo y anhidridos de acido.

Los grupos acilo marcados isotdpicamente son aquellos en los que al menos un atomo de posicidon conocida se
enriquece con un isétopo distinto del is6topo natural mas abundante para ese elemento, como se define en el
presente documento. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, todas las combinaciones de *2C, **c, **c, *°0, *®0,
H y D de grupos formilo, acetilo, propionilo, benzoilo, y acrililo disponibles. Otros grupos acilo marcados
isotopicamente también se pueden usar en los métodos de la presente invencion segun sea apropiado. Por ejemJJIo,
se puede usar un grupo hidroxietanoilo marcado isot6picamente (tal como, por ejemplo, 1-°Ci-0 °Co-
hidroxiletanolilo) para proporcionar un isotopdlogo de un glicano que contiene una unidad de &cido N-
glicoliineuramico. De manera similar, se pueden usar grupos acilo marcados isotopicamente derivados de acidos
grasos para proporcionar isotopélogos de, por ejemplo, Lipido A.

En algunas realizaciones, el grupo acilo marcado isotopicamente es un grupo acetilo marcado isotdpicamente. Los
grupos acetilo Ac* preferiblemente marcados isotépicamente incluyen:

(13c:=0)1SCH31,3 -(c:qg”cm, -(13c=19)CH3, N

- (C=0)CDs, ("C=0)""CDs, -(C=0)"*CDs, -(**C=0)CDs,
(1'C=0)""CHs, -(C=0)""CHs, -(*"C=0)CH,
(C=""0)CHs, 0 -(C="0)CHs.

En realizaciones preferidas de la presente invencion, el grupo acetilo Ac* marcado isotopicamente se selecciona de:
-(**C=0)"*CHjs, -(C=0)"*CHs, 0 -(**C=0)CHs. En realizaciones particularmente preferidas de la presente invencion, el
grupo acetilo marcado isotépicamente Ac* es - (**C=0)"*CHs.

El agente de acilacién como se usa en el presente documento se usa tal como se entiende en la técnica, es decir,
como un reactivo quimico que proporciona un grupo acilo. Los agentes de acilacion cominmente utilizados incluyen
cloruro de acilo y anhidridos de acidos carboxilicos, aunque otros agentes y métodos de acilacion seran evidentes
para un experto en la técnica y pueden incluir, por ejemplo, el producto de una reaccién entre un reactivo de
acoplamiento carboxilico y un reactivo de acoplamiento adecuado. En algunas realizaciones, el agente de acilacion
marcado isotépicamente es un cloruro de acilo. Los cloruros de acilo adecuados pueden estar comercialmente
disponibles, o pueden obtenerse usando métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, mediante el tratamiento del
correspondiente acido carboxilico con cloruro de tionilo o cloruro de oxalilo.

En otras realizaciones, el agente de acilacion marcado isotépicamente es un anhidrido de un acido carboxilico,
preferiblemente un anhidrido de &cido acético. En algunas realizaciones, el agente de acetilacion marcado
isotépicamente se selecciona de:

(**CHs"¥Cc=0),0, (**CH3C=0).0, (CH3"C=0),0, (CDsC=0),0, (**CD3"*C=0),0, (**CDsC=0),0, 0 (CDs"*C=0),0.

En algunas realizaciones preferidas, el agente de acetilacién marcado isotdpicamente es (13CH313C=O)20.

En algunas realizaciones, puede usarse un agente de acilacién con e, preferiblemente un anhidrido acético
marcado con '“C. Los glicanos resultantes, marcados con ¢, pueden tener utilidad como patrones para la
cuantificacion de glicanos usando autorradiografia.

Grupo protector

Tal como se usa en el presente documento, grupo protector se refiere a un resto que se introduce en una molécula
por modificacion quimica de un grupo funcional con el fin de obtener la quimio-selectividad durante una reaccién
posterior o prevenir la degradaciéon no deseada o reacciones secundarias durante la reaccién posterior. Un grupo
protector también puede referirse a un grupo enmascarado o enmascarante o un grupo bloqueado o de bloqueo.
Mediante la proteccién de un grupo funcional reactivo, pueden realizarse reacciones que implican otros grupos
funcionales reactivos no protegidos, sin afectar al grupo protegido; el grupo protector puede ser eliminado,
usualmente en una etapa posterior, sin afectar sustancialmente al resto de la molécula. Véase, por ejemplo,
"Protective Groups in Organic Synthesis" (T. Green y P. Wuts, Wiley, 1999).

Los ejemplos de grupos protectores se conocen bien en la técnica, y los siguientes ejemplos se proporcionan para
ilustracion y no a modo de limitacion.

Por ejemplo, un grupo hidroxi puede estar protegido como un éter (-OR) o un éster (-OC(=O)R), por ejemplo, como:
un éter t-butilico; a metoximetilo (MOM) o metoxietoximetil (MEM) éter; un bencilo (Bn), benzhidrilo (difenilmetilo), o
tritil (trifenilmetilo) éter; un trimetilsililo o t-butildimetilsilil éter; o un acetil éster (-OC(=0)CHs, -OAc) o benzoil éster (-
OC(=0)Ph, Bz).
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Por ejemplo, un grupo aldehido o cetona puede estar protegido como acetal o cetal, respectivamente, en el que el
grupo carbonilo (>C=0) se convierte en un diéter (>C(OR)2), por reaccién con, por ejemplo, un alcohol primario. Se
conocen también en la técnica tio-acetales y tio-cetales.

Por ejemplo, un resto polihidroxilico puede estar protegido como un grupo acetal, en el que, por ejemplo, dos grupos
hidroxilo en atomos de carbono adyacentes entre si (HO-CR2CR»-OH; a menudo denominado grupo glicol)
reaccionan con un aldehido o cetona para formar un anillo que comprende una unién -O-CR»-O-, como se muestra a
continuacion.

O

1
)j\ 2—<R
HO o) - o
HO -
HO HO
Los acetales se forman normalmente bajo condiciones de deshidratacion (por ejemplo, en condiciones de Dean-

Stark o usando un extractor de Soxhlet) con catalisis acida y pueden eliminarse por catalisis acida y un exceso de
agua, o por otros métodos conocidos en la técnica.

Por ejemplo, un grupo amina puede estar protegido como una amida o un uretano, por ejemplo, como: una metil
amida (-NHCO-CHz3); una benciloxi amida (-NHCO-OCH,C¢Hs, -NH-Cbz); en forma de una t-butoxi amida (-NHCO-
OC(CHs3)s3, -NH-Boc); una 2-bifenil-2-propoxi amida (-NHCO-OC(CHj3)2CsH4CesHs, -NH-Bpoc), en forma de una 9-
fluorenilmetoxi amida (-NH-Fmoc), en forma de una 6-nitroveratriloxi amida (-NH-Nvoc), en forma de una 2-
trimetilsililetiloxi amida (-NH-Teoc), en forma de una 2,2,2-tricloroetiloxi amida (-NH-Troc), en forma de una aliloxi
amida (-NH-Alloc), en forma de una 2(-fenilsulfonil)etiloxi amida (-NH-Psec); o, en casos adecuados, en forma de un
N-6xido (>NO’) o azida.

En algunas realizaciones de la presente invencién, las funciones amina en donantes de azlcar de hexosamina estan
protegidas por grupos de ftalimida, TRoc, tricloroacetilo, dimetilacetilo. Esto facilita la formacién B-selectiva de
enlaces glucosidicos y evita la formacion indeseada de oxazolina en estas reacciones. En algunas realizaciones, las
funciones amina pueden estar protegidas como azidas, que pueden facilitar la formacién estereoselectiva de enlaces
a-glicosidicos.

Por ejemplo, un grupo acido carboxilico puede estar protegido como un éster, por ejemplo, como: un éster alquilico
C17 (por ejemplo, un metil éster; un éster t-butilico); un haloalquilo Cy.7 éster (por ejemplo, un trihaloalquilo Ci.7
éster); un tri alquilsilil Cs-7-alquilo Ci.7 éster; o un aril Cs.x0-alquil Cy1.7 éster (por ejemplo, un éster bencilico; un éster
nitrobencilico); o en forma de una amida, por ejemplo, en forma de una metil amida.

En algunas realizaciones, la presente invencion utiliza estrategias de grupos protectores ortogonales para ensamblar
oligosacaridos y estructuras que contienen oligosacaridos. La proteccién ortogonal es una estrategia conocida en la
técnica, e implica la seleccion juiciosa de mdltiples grupos protectores para permitir la desprotecciéon de uno o mas
grupos funcionales de una molécula usando un conjunto dedicado de condiciones de reaccion que afectan a otros
grupos protectores en otras partes de la molécula. Por ejemplo, un grupo protector utilizado puede ser labil a los
acidos (por ejemplo, un acetal), otro grupo protector usado puede ser labil a las bases (por ejemplo, un grupo
FMOC), mientras que un grupo protector adicional usado puede eliminarse usando condiciones de hidrogenacion
(por ejemplo, un éter bencilico). Como se describe en este documento, cuando multiples posiciones dentro de una
estructura pueden ser cada una independientemente un grupo protector, dichos grupos protectores pueden ser
iguales o diferentes. Los diferentes grupos protectores pueden ser ortogonales entre si y, en consecuencia, facilitar
la reaccion quimio-selectiva mediante la desproteccion selectiva de un grupo protector en presencia de otro.
Puramente a modo de ejemplo, en un oligosacarido que comprende el motivo

OR®

O

R0

3
R e
OR3 0

0

r

en el que cada R®es independientemente un grupo protector, cada R® puede ser un grupo protector del mismo tipo,
o cada R® puede ser independientemente igual o diferente a cualquier otro grupo R®. A través del uso de grupos
protectores R® gue son ortogonales, puede producirse una desproteccién selectiva y reaccién en C2, C3, C4 o C6.
Célculo de concentraciones usando dilucién isotdpica

Los métodos de acuerdo con la presente invencion y glicanos marcados isotdpicamente proporcionados por la
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presente invencién se pueden usar para determinar la concentracion de un analito de interés, por ejemplo, un
glicano natural, en una muestra. Las muestras adecuadas pueden incluir glicanos liberados de proteinas,
glicoconjugados naturales, y los productos de la produccién de proteinas recombinantes.

En algunos métodos de acuerdo con la presente invencién, se obtiene una muestra sospechosa de contener al
menos un glicano después de, por ejemplo, la liberacion de una proteina mediante hidrazindlisis o escision
enzimatica con péptido glicosidasa. A esta muestra, se le afiade una cantidad conocida de un "patrén etiquetado”
para obtener una muestra dopada. El patron etiquetado comprende al menos un glicano marcado isotépicamente de
concentracion conocida, y en algunas realizaciones comprende una mezcla de glicanos marcados isotépicamente
con concentraciones conocidas de todos los componentes.

La muestra dopada se analiza entonces mediante espectrometria de masas para adquirir espectros. Opcionalmente,
durante el analisis y la adquisicién, se puede obtener informacion relativa a la fragmentacién de iones seleccionados.
Este analisis de fragmentacion puede ayudar a determinar tanto la estructura global del glicano de interés como las
debilidades relativa y absoluta de los enlaces presentes. Esto es de especial relevancia para los métodos y
realizaciones de la presente invencion en los que se han introducido unidades de monosacarido marcadas
isotépicamente en el glicano marcado isotépicamente en una 0 mas posiciones predeterminadas en la secuencia de
oligosacarido, por ejemplo, usando métodos quimioenzimaticos como se describe en el presente documento.

A continuacion se asignan picos de iones en los espectros adquiridos (que son identificables debido a aumentos de
masa fijos) y pueden cuantificarse a través de la comparacion con los picos de iones conocidos por estar asociados
al patrén etiquetado.

Por ejemplo, un N-glicano natural particular que tiene un motivo [(2-acetamido-2-desoxi-B-D-glucopiranosil-(1—2)-a-
D-mannopiranosil)-(1—6)]-[2-acetamido-2-desoxi-B-D-glucopiranosil-(1—2)-a-D-mannopiranosil-(1—3)]-B-D-
mannopiranosil-(1—4)-2-acetamido-2-desoxi-B-D-glucopiranosil-(1—4)-2-acetamido-2-desoxi-a, 3-D-glucopiranosa
puede identificarse a través del uso de un patrén etiquetado que comprende un isotopdlogo en el que los grupos
acetilo en este motivo heptasacéarido estan cada uno marcado isotdpicamente con B3¢, gue puede obtenerse como
se describe en el presente documento. Esto da como resultado un N-glicano marcado isotopicamente que tiene una
masa aumentada de 8 Da con relacién al N-glicano natural, pero con la correspondiente envoltura de iones de
espectrometria de masas asociada (como se muestra en la Figura 1).

Ademas, la cantidad del glicano del analito puede cuantificarse mediante la comparacion de las intensidades de los
picos idnicos, permitiendo asi que se cuantifique la cantidad del glicano de analito (las intensidades de los picos de
cada isotopdélogo son proporcionales a sus cantidades en la muestra). Dado que el glicano marcado isotépicamente
ioniza con la misma eficacia que el glicano del analito correspondiente, las intensidades relativas son proporcionales
a sus concentraciones relativas (Ecuacion 1). El método permite ademas la cuantificacion de un analito en mezclas
complejas que comprenden glicanos multiples, tanto en términos de cantidad como de abundancia relativa
(Ecuaciones 2, 3 y 4). Usando los métodos de la invencién y estas ecuaciones, se pueden cuantificar analitos en
mezclas complejas. Se entendera que el uso de las Ecuaciones 1 a 4 es generalmente aplicable a los métodos de la
presente invencion, y que las Ecuaciones 1 a 4 se explican sin limitacién con referencia a este método de ejemplo.
Por simplicidad, "ligero" se refiere a glicanos no marcados isotépicamente y "pesado” a los correspondientes
glicanos marcados isotopicamente de mayor peso molecular.

I Intensidad de pico del isotopdlogo "ligero" i

I; Intensidad de pico del isotopdlogo "pesado” j

m; Cantidad del isotopdlogo "ligero" i

m; Cantidad del isotop6logo "pesado” j

m; Cantidad total del glicano "ligero" en la muestra

mr+ Cantidad total del glicano "pesado” en la muestra

Xi Abundancia relativa del isotop6logo "ligero” i en el glicano del analito no marcado isotépicamente

Xi* Abundancia relativa del isotopélogo "pesado” j en el glicano marcado isotépicamente

Bo_ Y
mg_m}}'

[Ecuacién 1]
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[Ecuacién 4]

Se apreciara que mientras que las ecuaciones anteriores proporcionan una cuantificacion razonable de los glicanos
en una muestra en comparacion con su patron de isotopélogo correspondiente "pesado”, para mezclas complejas y
espectros en los que se detectan ciertos picos a concentracion saturada, pueden ser deseables métodos mas
detallados. Por ejemplo, si el pico mas abundante de un patrén esta saturado, simplemente el uso de ese pico en las
ecuaciones anteriores puede dar una cuantificacion incorrecta. Para abordar este problema, a continuacién se
proporcionan detalles del andlisis de dilucion isotépica (estudio de la linealidad y seleccién de isotopdlogos de patron
interno para el célculo de la concentracion de glicanos en una muestra). Este método utiliza los picos de iones
asociados a diferentes isotop6logos "pesados” para calcular una funcién. Esta funcion se puede usar para relacionar
la intensidad de pico del pico a cuantificar con la cantidad del isotop6logo asociado a ese pico, mitigando de este
modo esta imprecision potencial. Una vez mas, se proporciona lo siguiente para ilustracién y sin limitacién.

|. Determinacion de linealidad

Conociendo la cantidad total de isotopdlogos "pesados” para un glicano dado (m;*) afiadido a la muestra y la
correspondiente abundancia relativa (Xj*) de cada uno de sus isotop6logos "pesados”, es posible calcular la cantidad
de cada isotop6logo "pesado” (mj*) en la muestra usando la ecuacion 3. Esto puede explicar diferentes isotopélogos
sintéticos "pesados”, por ejemplo, que tienen grupos acetilo marcados isotopicamente de forma diferente, y/o los
diversos picos asociados a la envoltura isotdpica para un glicano "pesado” dado. De manera adecuada, se utilizan
los diversos picos asociados a la envoltura isotdpica. Las abundancias tedricas de estos picos de envoltura isotopica
pueden derivarse de las abundancias naturales conocidas de los diversos is6topos, calculadas como probabilidad
dada la férmula empirica de la molécula.

Mediante el uso de las intensidades de pico i6nico obtenidas para estos diferentes isotop6logos "pesados" de un
glicano en el estdndar marcado isotopicamente (lj*) y sus abundancias relativas (m;*), se puede calcular una funcion
que correlaciona las intensidades de pico y la cantidad de glicano por regresién lineal (siendo | una funciéon de m):

. f=bdm+ta
[Ecuacién 5]:

donde los coeficientes b y a corresponden a la pendiente y a la interseccion, respectivamente, que se han calculado
por ajuste minimo de minimos cuadrados (Ecuaciones 6y 7).

[Ecuacién 6]:

[Ecuacion 7]:

El coeficiente de determinacion R? también se puede calcular y utilizar como una medida de la calidad de ajuste. Si
R? es inferior a un valor dado, por ejemplo, si R? es menor de 0,99, el punto de datos correspondiente al isotopélogo
"pesado” mas abundante puede ser descartado y la funcién y R’ se calculan de nuevo mediante regresion lineal.
Este proceso puede repetirse hasta que todas las condiciones de linealidad definidas para R? sean igualadas. Este
proceso iterativo mejora la precision de la funcion.

Una vez que se obtiene una funcién con el R? apropiado, el intervalo de linealidad definido es los limites de la
intensidad maxima y minima del pico y los valores correspondientes de la cantidad de isotopélogos del glicano.
Todos los picos dentro de este intervalo lineal pueden considerarse de calidad suficiente para permitir una
cuantificacion muy precisa.
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II. Célculo de la cantidad de glicano no marcado en la muestra

Como se ha descrito, puede obtenerse una funcién lineal utilizando las propiedades conocidas de una mezcla de
isotopdlogos de glicanos "pesados” de patron etiquetado. Estos glicanos "pesados" deben dar intensidades de pico
en el intervalo lineal previamente establecido y con una relacién de sefial a ruido minima adecuada, por ejemplo,
superior a cinco.

De esta manera, la cantidad de un isotopdlogo de glicano "ligero" individual que satisface los criterios anteriores
(dentro de las intensidades maximas y minimas de los picos) (m;) puede calcularse a partir de la funcién obtenida
como se ha descrito anteriormente y mejorarse por la iterativa mejora de la regresion lineal descrita anteriormente.

o lh=ad
[Ecuacion 8]: t 4

Debido a que el propio glicano "ligero" tiene una envoltura isotépica asociada a su pico de espectrometria de masa
de partida (por ejemplo, la abundancia natural de 3¢, un andlisis méas preciso de la cantidad total del glicano del
analito corrige esto usando la abundancia natural tedrica de ese isotopdlogos de "masa exacta" (Xj), que se pueden
calcular facilmente teéricamente usando la probabilidad estadistica de que estos iso6topos estén presentes.

Por lo tanto, una vez que se ha calculado la cantidad de un isotopdlogo del "ligero" (m;), y conociendo la abundancia
relativa de este isotopdlogo (Xi), puede calcularse el glicano del analito en la muestra (m;):

i — 3}

&Hfa

[Ecuacién 9]:

Por consiguiente, en algunas realizaciones, los métodos para determinar cuantitativamente el contenido de glicano
del analito de una muestra pueden utilizar un patron etiquetado que comprende una pluralidad de isotop6logos
"pesados” de dicho glicano del analito, incluyendo el método las etapas de

(i) correlacionar las intensidades relativas de los picos de iones asociados a cada isotopdlogo "pesado” (Ij*) con
la abundancia conocida de ese glicano en el patron (m;*) para obtener I; como h como una funcion lineal de m;

(ii) calcular opcionalmente el coeficiente de determinacion R? para la correlaciéon y descontar el pico ibnico mas
abundante si el valor R? es mayor que un valor predeterminado;

(iii) repetir opcionalmente la etapa (ii) una o mas veces;

(iv) usar dicha funcién para calcular la cantidad de un isotopdlogo "ligero" del glicano del analito;

(v) opcionalmente usando la cantidad total del isotopélogo "ligero" del glicano del analito para determinar la
cantidad total de glicano del analito presente.

De manera adecuada, el valor R puede ser mayor de o igual a 0,99.

Ademas, la presente invencion también proporciona un método para identificar un isotopdlogo "ligero" en una
muestra, comprendiendo el método la adicion de una cantidad conocida de un patrén etiquetado que comprende una
pluralidad de isotopdlogos "pesados" correspondientes (estando dichos isotop6logos "pesados” isotopicamente
marcados), analizar la mezcla por espectrometria de masas y cuantificar la cantidad de isotopélogos "ligeros" por
comparacion de la intensidad relativa de los picos iénicos asociados a los isotopdlogos "pesados” y con el
isotopologo "ligero”.

Esta cuantificacién pueden incluir las etapas de:

(a) correlacionar las intensidades relativas de los picos de iones asociados a cada isotop6logo "pesado” (Ij*) con
la abundancia conocida de los isotop6logos en el patron (m;*) para obtener I; en forma de una funcion lineal de
mj;

(b) calcular opcionalmente el coeficiente de determinacién R? para la correlacion y descontar el pico iénico mas
abundante si el valor R? es mayor que un valor predeterminado;

(c) repetir opcionalmente la etapa (ii) una o mas veces;

(d) usando dicha funcién para calcular la cantidad del isotopélogo "ligero” del analito en la muestra de analito;

(v) opcionalmente usando la cantidad total del isotop6logo "ligero" para determinar la cantidad total de glicano del
analito presente.
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Se apreciard que el método puede aplicarse a cualquier molécula adecuada disponible en forma marcada
isotépicamente, siendo el método adecuado para los patrones de glicano descritos en el presente documento, pero
no necesariamente limitado a moléculas de glicano.

Fragmentacion

La generacion y analisis de iones de fragmentos moleculares durante experimentos de espectrometria de masas es
de uso considerable en la determinacion estructural. Se conocen en la técnica diversas técnicas para la generacion y
deteccién de dichos iones de fragmentos e incluyen, pero no se limitan a, disociacion inducida por colision (CID) y
espectrometria de masas en tdndem (también denominada MS/MS y MS2). El andlisis y la cuantificacién de estos
fragmentos pueden ayudar a la determinacion estructural parcial o completa, y pueden ser especialmente Utiles para
detectar una molécula dada en presencia de otras moléculas del mismo peso molecular nocional. En el contexto del
campo de la presente invencion, el analisis de fragmentos puede usarse también para identificar enlaces de enlace
mas débiles en analitos y para discriminar entre estructuras isobaricas.

En algunas realizaciones de la presente invencién, las unidades de monosacarido marcadas isotépicamente se
incorporan quimio-enzimaticamente en estructuras de glicano, por ejemplo, utilizando los métodos de elongacién
enzimatica descritos en el presente documento. El uso de estos glicanos para la generacion de patrones de
fragmentacién es de particular valor para discriminar entre estructuras de glicano isobarico usando técnicas de
espectrometria de masas. Esto puede conseguirse a través de la identificacion y/o asignacion de fragmentos de
diagndstico y/o determinacion de los enlaces mas débiles en un isémero particular.

Abreviaturas de azlcar

Tal como se usa en el presente documento, se usan abreviaturas de sacaridos como se entiende comunmente en la
técnica. El sufijo "N" indica el amino azlcar correspondiente, mientras que "NAc" indica el N-acetilamino azlcar
correspondiente.

Glc - glucosa

Gal - galactosa

Man - manosa

Rha - ramnosa

Fru - fructosa

Fuc - fucosa

Mur - acido muramico

Neu - &cido neuraminico

Kdo - ceto-desoxioctulosonato

Glicanos

El término glicano puede usarse para referirse a cualquier sacarido (mono, oligo o poli) en forma libre o formando
una porcién de carbohidrato de una molécula de glicoconjugado tal como una glicoproteina, proteoglicano o
glicolipido. Los glicanos son moléculas importantes implicadas en virtualmente cada estructura y proceso bioldgicos.
Los monosacaridos constituyentes generan una diversidad combinatoria mucho mayor que los acidos nucleicos o
aminoacidos, y la diversidad adicional surge de la modificacion covalente de los glicanos. El repertorio total de
glicanos (glicoma) de un organismo dado es, por lo tanto, mucho mas complejo y dinamico que el genoma o
proteoma.

Los enlaces entre monosacaridos pueden estar en forma a o 3, las cadenas pueden ser lineales o ramificadas y las
modificaciones de glicano pueden incluir acetilacion y sulfatacion. Las glicoproteinas llevan uno o mas glicanos
unidos covalentemente a un polipéptido mediante enlaces N u O.

Los O-glicanos estan unidos a grupos hidroxilo de residuos de serina o treonina. Los N-glicanos son cadenas de
azUcar unidas a través de un nitrégeno de cadena lateral (N) a un residuo de asparagina. Comparten una region de
pentasacarido comin de dos residuos de manosa, unidos por separado por las uniones al-3 y al-6 a una manosa
central, que a su vez esta unida por un enlace 1-4 a un nicleo de quitobiosa que consiste en dos de GIcNAc unidos
a B1-4. Basandose en el procesamiento adicional del pentasacarido, los N-glicanos se dividen en tres clases
principales: tipos de (i) alta manosa (ii) complejos (iii) hibridos.

Los N-glicanos de alto contenido de manosa tienen Unicamente restos de manosa no sustituidos (normalmente 5-9)
unidos al ndcleo de quitobiosa. Los N-glicanos hibridos contienen tanto residuos de manosa terminales no
sustituidos como residuos de manosa con GIcNAc, que inician "antenas" a las que se pueden afiadir monosacaridos
adicionales. Los N-glicanos complejos tienen residuos de GIcNAc afiadidos en sitios de manosa tanto a3 como a6,
no tienen residuos de manosa de extrapentasacarido y se encuentran en formas bi, tri y tetraantenarias.

Los proteoglicanos tienen una o mas cadenas de glicosaminoglicano (GAG) unidas a través de una regién de nudcleo
que termina con una xilosa a los grupos hidroxilo de un resto de serina. Los glicolipidos mas importantes son los
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glicosfingolipidos, que consisten en un glicano normalmente unido a través de una glucosa o galactosa al grupo
hidroxilo terminal de un resto lipidico de ceramida, que esta compuesto por el alcohol amino de cadena larga
esfingosina y un acido graso.

Proteinas de union a glicano

Muchas de las funciones bioldgicas especificas de los glicanos estdn mediadas por el reconocimiento de las
proteinas de unién a glicanos (GBP). Las GBP incluyen lectinas, proteinas de union a glicosaminoglicanos y
anticuerpos especificos de glicano. Las lectinas a menudo se unen a regiones terminales de cadenas de glicanos a
través de dominios de reconocimiento de carbohidratos. Debido a la baja afinidad de union, las interacciones
multivalentes de CRD-glicano a menudo son necesarias para las interacciones con relevancia biolégica.

Procesamiento de glicanos

Los glicanos se sintetizan principalmente mediante enzimas glicosiltransferasa que ensamblan restos
monosacaridos en cadenas de glicanos.

Las enzimas glicosiltransferasa tienen en comun la propiedad de ser capaces de catalizar la transferencia de un
monosacarido de un donante de azlcar de nucleétido simple (por ejemplo, UDP-Gal, GDP-Fuc o CMP-Sia) a un
sustrato aceptor.

La biosintesis de glicoconjugado se inicia mediante enzimas glicosiltransferasa que unen sacaridos a una cadena
lateral polipeptidica o base esfingolipida. Por ejemplo, en el caso de N-glicanos, la oligosacariltransferasa transfiere
el glicano Glc3Man9GIcNAc2 a la cadena lateral de asparagina.

La mayoria de las glicosiltransferasas son cadenas de glicanos alargadas. Las cadenas lineales o ramificadas se
construyen por glicosilacion secuencial, a menudo por glicosiltransferasas distintas. Es decir, el producto de la
glicosilacion por una enzima produce el sustrato preferido para otro. Los ejemplos de glicosiltransferasas incluyen
galactosa-1-fosfato uridil-transferasa (GalT), N-acetilgalatosaminil-transferasa (GalNAcT), fucosil transferasa (FuT) y
sialiltransferasa (SialT, que catalizan la adicion de residuos de galactosa, N-acetilglucosamina, fucosa y acido sialico
respectivamente.

Las glicosidasas son enzimas de procesamiento de glicano que eliminan los restos de monosacarido para formar
intermedios que luego son sometidos a la accién de las glicosiltransferasas. Este tipo de procesamiento es
particularmente importante en la biosintesis de N-glicanos; la accién de las enzimas glicosidasas en el
Glc3Man9GIcNAc2 permite la formacion de intermedios necesarios para el procesamiento en Ultima instancia a N-
glucanos de alta manosa, complejos e hibridos descritos anteriormente.

Sintesis quimio-enzimatica de glicanos marcados isotdpicamente

Los avances en la exploracion de recursos microbianos y la mejora de la produccion de enzimas de mamiferos han
establecido el uso de glicosiltransferasas como una herramienta eficaz para la sintesis de glicanos (Blixt, 2006; Ruiz,
2001; Serna, 2010, Zou, 2011). Usando la secuencia apropiada de enzimas transferasa de regio y estéreo
especificas y construcciones basicas de donantes de azulcar, las estructuras complejas de glicanos pueden ser
ensambladas mediante elongacién enzimatica secuencial. De manera similar, puede ser deseable truncar primero un
motivo de nucleo, por ejemplo, para facilitar la preparacion de patrones de glicano marcados isotopicamente
asimétricos derivados del heptasacarido biantenario 18 13CgGO(Bn5). Este truncamiento puede conseguirse
mediante hidrélisis enzimatica.

Por consiguiente, los métodos descritos en el presente documento para la sintesis de glicanos marcados
isotGpicamente para su uso como patrones de espectrometria de masas incluyen una etapa de derivacién
enziméatica.

En algunas realizaciones, los métodos para la sintesis de glicanos marcados isotdpicamente incluyen el uso de una
hidrolasa apropiada en un oligosacarido marcado isotépicamente como se describe en el presente documento para
truncar el oligosacarido marcado isotépicamente. En otras palabras, la presente invenciéon puede proporcionar
métodos para el truncamiento enzimatico de una o mas unidades de azlcar de un motivo de nucleo de oligosacarido
marcado isotopicamente.

El oligosacarido truncado resultante puede entonces someterse por si mismo a una elongacién enzimatica para
incorporar una 0 mas unidades de azlcar adicionales. En algunas realizaciones de la presente invencion, las
transferasas apropiadas junto con donantes de azlcar adecuados se utilizan secuencialmente de una manera
escalonada para ensamblar glicanos marcados isotopicamente. Las transferasas pueden ser glicosiltransferasas
recombinantes, transglicosidasas, endoglicosidasas o glicosidasas mutadas. Los glicanos resultantes pueden tener
utilidad en los métodos de la presente invencion descritos en el presente documento. En algunas realizaciones, la
etapa o etapas de elongacién enzimatica se producen en un oligosacarido que comprende un motivo marcado
isotdpicamente como se describe en el presente documento, que se puede denominar de manera diversa un
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oligosacarido de nucleo, un motivo de nucleo, y un oligosacarido de partida marcado isotopicamente. En otras
palabras, en algunos métodos de la presente invencion, un oligosacarido de partida marcado isotdpicamente esta
alargado quimioselectivamente para incorporar unidades de azlcar adicionales, proporcionando asi estandares de
glicano marcados isot6picamente adicionales para su uso en espectrometria de masas.

El donante de azUcar usado en cada etapa de elongacion puede estar opcionalmente marcado isotépicamente. En
algunas realizaciones, solo el motivo original marcado isotépicamente esta marcado isotépicamente en el glicano
resultante. En otras realizaciones, se incorpora al menos una unidad de azlcar marcada isotdpicamente durante la
etapa o etapas de elongacion enzimatica. Tal como se ha discutido anteriormente, la incorporacién de unidades de
azucar marcadas isotopicamente especificas en posiciones especificas tiene utilidad en el analisis de patrones de
fragmentacion en espectrometria de masas.

Como alternativa, la elongacion enzimatica se produce en un motivo que no esta marcado isotdpicamente. En su
lugar, se incorpora una o mas unidades de azlcar marcadas isotGpicamente durante la etapa o etapas de
elongacién enzimatica para proporcionar un glicano marcado isotopicamente que puede usarse segln sea apropiado
en los métodos de identificacién de un glicano en una muestra como se describe en el presente documento.

La etapa de elongacion quimioenzimatica puede repetirse varias veces. Por ejemplo, usando donantes de azucar
monosacarido, 20 ciclos de elongacion quimioenzimatica pueden introducir 20 unidades adicionales de
monosacaridos. Se apreciard que se pueden incorporar unidades adicionales en los extremos de las antenas, o
pueden incorporarse a una de las unidades de azucar del oligosacarido de ntcleo.

En algunas realizaciones, la etapa de elongacion quimioenzimatica puede utilizar un donante de azlcar que es un
disacarido u oligosacarido y/o que esta conjugado con un lipido, péptido o proteina.

En algunas realizaciones, la etapa de derivacion enzimatica puede comprender una 0 mas de una etapa de
epimerizacién, una etapa de transglicosilacion o una etapa de modificaciéon postraduccional. Estas pueden ser
ademas la elongacién o truncamiento.

La Figura 2 demuestra el uso del método para ensamblar diversos glicanos y mezclas de glicanos. Cualquier unidad
de azlcar puede estar marcada isotépicamente. En algunas realizaciones preferidas, cada grupo acetilo en el
heptasacarido de  partida, [(2-acetamido-2-desoxi-B-D-glucopiranosil-(1—2)-a-D-mannopiranosil)-(1—6)]-[2-
acetamido-2-desoxi-B-D-glucopiranosil-(1—2)-a-D-mannopiranosil-(1—3)]-B-D-mannopiranosil-(1—4)-2-acetamido-2-
desoxi-B-D-glucopiranosil-(1—4)-2-acetamido-2-desoxi-a,B-D-glucopiranosa esta marcado isotopicamente. A
continuacién se describe una sintesis quimica de este material de partida marcado isotopicamente. Este
oligosacarido de nucleo de partida marcado isotépicamente se denomina en el presente documento 13Ce-GO.

La Figura 2 muestra una serie de secuencias que comienzan con este heptasacarido de partida 13Ce-GO. La
incubacién con una al,6 fucosiltransferasa de nicleo recombinante proporciona la estructura de nucleo fucosilada A,
que puede estar galactosilada adicionalmente (panel C) y sialilada (panel D). La galactosilacién directa del
heptasacéarido de partida con una galactosil-transferasa de leche bovina en presencia de UDP-galactosa accede
tanto a los isbmeros mono-galactosilados como el N-glicano completamente galactosilado (panel E). El tratamiento
posterior con un a2,6 SialilT recombinante proporciona el panel del compuesto F. Se puede introducir un residuo de
GIcNAc bisectriz en virtud de un GnTIIl recombinante (compuesto B). La galactosilacién de este producto conduce
entonces a los compuestos en bisectriz del panel G, y la sialilacién posterior proporciona el panel del compuesto H.
La fucosilacién a-1,6 del compuesto en bisectriz A conduce al glicano | en bisectriz y fucosilado de nucleo, que
puede galactosialilarse hacia el panel J y finalmente sialilarse para proporcionar el compuesto (panel K).

Los oligosacéaridos de nucleo marcados isotdpicamente proporcionados sintéticamente pueden estar protegidos
durante la etapa de derivacidon enzimatica, es decir, pueden tener uno 0 mas grupos protectores. Por ejemplo, tal
como se describe en el presente documento, 13ce-GO puede obtenerse a través de Bce-bencilo [(2-acetamido-2-
desoxi-B-D-glucopiranosil-(1—2)-a-D-mannopiranosil)-(1—6)]-[2-acetamido-2-desoxi-B-D-glucopiranosil-(1—2)-a-D-
mannopiranosiI-(1—>3)]-B-D-mannopiranosiI-(1—»4)-2-acetamido-3,6-di-O-benciI-Z-desoxi-B-D-gIucogiranosil-(1—>4)-2-
acetamido-3,6-di-O-bencil-2-desoxi-B-D-glucopiranésido, denominado en el presente documento ! Cs-GO(Bns). Este
heptasacarido bencilado puede usarse como un motivo de ndcleo marcado isotépicamente para la etapa o etapas de
derivacion enzimatica. Como se describe en este documento, los motivos de nlcleo semi-protegidos pueden ser
sustratos adecuados para la elongacion enzimatica quimioselectiva y la presencia de los grupos protectores puede
tener ventajas particulares, por ejemplo, actuando como cromoforos para la deteccién de picos durante el andlisis y
purificacién de HPLC y ayudando a la separacion de diferentes productos, por ejemplo, glicanos isoméricos.

Se apreciara gque otros glicanos no humanos, por ejemplo, especificos de plantas o parasitos, pueden evaluarse de
una manera similar y, partiendo con un motivo marcado isotépicamente como se ha descrito anteriormente, obtenido
como compuestos marcados isotopicamente con un aumento de masa fijo que es facilmente detectable en
experimentos de espectrometria de masas. De la misma manera, se puede obtener la preparacion quimiosintética de
una biblioteca mas grande de N-glicanos incluyendo glicanos de tipo complejo superiores, hibridos y de alto
contenido de manosa con variaciones sistematicas del nimero de antenas, patron de ramificacion y modificaciones
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de ndcleo, a partir de un nimero muy reducido de estructuras de nudcleo, que estan preferiblemente marcadas
isotépicamente y pueden obtenerse usando métodos de acuerdo con la presente invencién. Una biblioteca basada
en estas estructuras de nucleo refleja la variacion estructural de N-glicanos que se encuentra en glicoproteinas
eucariotas y las estructuras de glicano mas comunes presentadas en glicoproteinas recombinantes.

El siguiente analisis se refiere a la modificacion del nicleo de N-glicano de heptasacarido denominado en el
presente documento como 13ce-GO. Se proporciona para ilustracion, y no pretende limitar la invencién. También
pueden preverse otros nucleos de glicano.

El N-glicano marcado con 3¢ parcialmente desprotegido 13Cg-GO(an) (13) se evalué como precursor para la
preparacion y aislamiento de estructuras de N-glicano asimétricas. Aprovechando la hidrofobicidad y la absorbancia
UV de los glicanos penta-bencilados, los presentes inventores han encontrado que la presencia de estos 5 grupos
bencilo en la estructura N-glicano central facilita la separacién cromatografica de diferentes glicanos e incluso
estructuras isoméricas después de una reaccion parcial elongacion enzimatica.

Se realizd una serie de experimentos para controlar una galactosilacion parcial del sustrato con B-1,4-
galactosiltransferasa de leche bovina, mostrando no solo que el N-glicano semi-protegido 13Cg-GO(Bng—,) era un
sustrato adecuado para la enzima, sino también la posibilidad de obtener una mezcla de estructuras G0-G1-G2,
todas ellas marcadas con **C. El analisis de esta mezcla por UPLC-MS, en fase inversa utilizando una columna C18,
Psermitié la separacion de los diferentes compuestos y también los dos isdmeros del N-glicano mono-galactosilado
Cs-G1(Bns), y cuantifica también su composicion relativa por el uso del detector UV. El uso de las condiciones
apropiadas durante la transformacion enzimatica de 13'Cg-GO(an) produjo el N-glicano biantenario mono-
galatosilado 13Cs-Gl(Bn 5) en mas del 45 % en forma de sus dos isémeros diferentes 3-LacNAc y 6- LacNAc.

La purificacion de ambos isdmeros mono-galactosilados separadamente por HPLC semipreparativa en escala de
miligramos se consiguié como se confirmé mediante analisis MALDI y andlisis por RMN. La desgroteccién completa
del ntcleo mediante hidrogendlisis proporcioné dos patrones isoméricos marcados con *C *Cg-G13 y °Cs-G16
para su uso en andlisis cuantitativo de N-glicano. El isémero *Cs-G1° también podria fucosilarse enzimaticamente
para la preparacion del patrén *Cg-G1°F, segin se confirmé por MALDI-Tof MS.

Otra estrategia para obtener N-glicanos isbmeros asimétricos isotépicamente marcados para su uso como patrones
de espectrometria de masas consistio en el uso de una B-galactosidasa de Aspergillus oryzae en el compuesto bis-
galactosilado 13Cg-GZ(Bn 5) (Tabla 1). Durante esta transformacion se observé una distribucién diferente de glicanos,
en la que los inventores pudieron determinar una actividad diferente de la hidrolasa sobre las dos estructuras mono-
galactosiladas isoméricas. Esta especificidad diferente de la enzima proporciond solo uno del compuesto mono-
galactosilado con un rendimiento cercano al 50 % y el compuesto no galactosilado 13'Cg-GO(Bn 5)-

Tabla 1
BE4-61-G2 |Galasa [TiempoT (°C) |G2 |G1 |G1(*) |g0
1 [5ug 30 mU__ |5h 30 14 9 44 33
2 5pg 15mU_ [5h 30 18 |10 |46 25
3 5pg 8 mU 5h 30 35 |10 43 12
4  5ug 15mU_ [18h |30 6 4 38 52

La misma estrategia se emple6 para la preparacion de diversos patrones sialilados marcados con Bca partir del
13Cg-GZ(Bn 5) bis-galactosilado usando una a-2,3-sialiltransferasa de Pasteurella multocida expresada en E. coli para
dar los dos glicanos, el mono-sialilado y el bis-sialilado obtenidos a partir de la estructura biantenaria. Esta mezcla
de compuestos semi-protegidos se resolvid6 mediante UPLC-MS, lo que permitié a los inventores determinar su
composicion relativa (Tabla 2).

Tabla 2
G2 (Bns) CMP-NeuNAc |2, 3-SialT (nuevo)Tiempo [T(°C) G2 |G2A1 |G2Al(*) |G2A2
1 |10 pg/5 nmol 4 equiv. 5 mU 30 min 37 16 25 23 36
2 |20 ug/10 nmol |4 equiv. 10 mU 30 min |37 22 23 23 32

Esta reaccion también se aplic6 a la mezcla de compuestos parcialmente galactosilados G0/G1/G2 obtenidos
previamente. La a-2,3-sialilacion parcial de esta mezcla produjo una mezcla de 9 estructuras que podrian ser
resueltas por UPLC-MS, identificando la presencia de **Cs-GO(Bns) y *Cs-G2(Bns), ambos isémeros del compuesto
mono-galactosilado **Cs-G1(Bns), ambos isémeros del compuesto mono-sialilado **Cs-G1A1(Bns), ambos isémeros
del compuesto monosialilado **Cg-G2A1(Bns) vy la estructura biantenaria bis-sialilada *Cs-G2A2(Bns). Por lo tanto,
esta estrategia puede utilizarse para obtener hasta 5 nuevos N-glicanos marcados con 3¢ sialilados después de la
purificacién y la desproteccion.

La reaccion de sialilgicién se realiz6 entonces en la escala de mg para obtener los patrones sialilados
correspondientes. El 3ce-G1%Bns semi-protegido previamente se sialilé6 con o-2, 3-sialiltransferasa de P multocida
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obteniendo el compuesto sialilado 13c4-G1%Bns. La reaccion no fue completa, pero el compuesto sialilado se pudo
aislar por HPLC semipreparativa. Ademas, la sialilacion de 13Cg-GZ(Bn 5) en escala de mg proporciond una mezcla
de los patrones sialilados °Cg-G2A1%Bns), *Cs-G2A1°%(Bns) y *Ce-G2A2(Bns) que pudo separarse por HPLC
semipreparativa.

La reaccion de sialilacion de 13'Cg-GZ(an) con una o-2,6-sialiltransferasa humana expresada en células CHO
recombinantes se controld también para obtener las estructuras mono y bis-sialiladas correspondientes. La reaccién
usando el 13Cg-GZ(an) parcialmente protegido como sustrato y solamente un equivalente de donante de acido
sialico produjo el 26 % del compuesto monosialilado. Por el contrario, el uso de un exceso de donante dio el
compuesto bis-sialilado como el Unico producto. Ambos compuestos, mono y bis-sialilado, podrian resolverse por
UPLC-MS. Esta reaccion también se realiz6 sobre la mezcla GO/G1/G2 obtenida previamente por galactosilacion
parcial. Andlogamente a los resultados anteriores con la a-2,3-sialiltransferasa, la sialilacién parcial de la mezcla que
contenia 3 compuestos galactosilados proporcion6 una mezcla de 4 nuevos N-glicanos 2,6-sialilados marcados con
Bc, gue pudieron resolverse por UPLC-MS. Se determiné la composicién relativa de la mezcla identificando el N-
glicano bis-2,6-sialilado biantenario **Cg-G2S2(Bns), el compuesto mono-2,6-sialilado *Cg-G1S1(Bns) en sus dos
formas isoméricas por separado, y el otro compuesto mono-sialilado 13Cg-G281(Bn 5) (Tabla 3).

Tabla 3
G2 (Bns) CMP-NeuNAc [2,6-SialT tiempo |G2S2 |G2S1 |G2
1 |10 pg/5 mmol |4 equiv. 1 mU 2h 98 1 1
2 |10 pg/5 mmol |1 equiv. 0,25 mU (0,25 nmol/min)[30 min |- 10 90
1h - 15 85
4 h 2 26 72
24 h 7 40 53

El oligosacarido de nucleo 13'Cg-GO(Bn 5) puede modificarse también para la preparacion de otros patrones de glicano
asimétricos derivados de la estructura biantenaria pero con solo un GIcNAc terminal. Estas estructuras mono-
antenarias truncadas pueden obtenerse por hidrélisis enzimatica de las glucosaminas terminales en 13Cg-GO(an).
Los grupos bencilo presentes en la molécula de partida ayudan de nuevo a la purificacion de las estructuras
resultantes después de la hidrélisis enzimatica. Con este fin, se utilizé una N-acetil glucosaminidasa de Conavalia
ensiformis sobre el sustrato parcialmente protegido 13'Cg-GO(an). La optimizacién de la reaccién permitié a los
inventores obtener una mezcla del material de partida, los dos isémeros de la estructura monoantenaria Bce-
MGn*(Bns) y *Cs-MGn®(Bns) respectivamente y el producto de doble hidrélisis *C4-Man3(Bns). A medida que la
glucosaminidasa elimina los restos de GIcNAc marcados con 3¢, los glicanos resultantes tienen un 9rado distinto de
marcado, obteniendo las dos estructuras mono-antenarias isoméricas que llevan 6 atomos de 3c y el glicano
trimanosa con 4 atomos de **C en lugar de los 8 atomos de carbono originales.

La reaccién de hidrélisis se aumentd usando 3 mg de 13Cg-GO(an). Esta mezcla se pudo resolver por HPLC
semipreparativa y los 3 nuevos compuestos se aislaron en escala de mg. Estos compuestos se sometieron a
hidrogenélisis para la eliminacion de los grupos bencilo proporcionando los correspondientes glicanos marcados con
Bc Bce-MGn®, Ce-MGN® y *C4-Man3 (Figura 5). Ademas, la fucosilacién enzimatica de *C¢-MGn® produjo el
patrén **Cs-MGn°F cuantitativamente (Figura 6).

Como se ha descrito previamente, los compuestos parcialmente bencilados pueden derivatizarse mediante
reacciones enzimaticas. Esta proteccion parcial es especialmente Gtil cuando la reaccion correspondiente da mas de
un producto, por ejemplo, en una galactosilacion parcial, ya que esta proteccién parcial permite la separacion de
mezclas resultantes por HPLC.

El N-glicano triantenario 22 tiene tres posiciones diferentes que pueden galactosilarse. Una galactosilacion parcial
produce siete nuevos glicanos marcados isotépicamente en una Unica reaccion: el N-glicano completamente
galactosilado (G3), tres compuestos con dos residuos de galactosa (G2a, G2b, G2c) y tres compuestos un solo
residuo de galactosa (G1la, G1b, G1c).

Formacion opcional de oxazolina

En algunas realizaciones de la presente invencién, el método de sintesis comprende ademas la etapa de formacion
de oxazolina en una posicion anomeérica libre de una unidad de acetil-hexosamina en un oligosacarido.

RC&&’ RO 0
_—
RO OH RO%R0
NH N

Q(O

O
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Los métodos adecuados para esta etapa de sintesis son conocidos en la técnica e incluyen el uso de reactivos de
acoplamiento tales como CDI, DCC, EDC, y DMC; o el uso de reactivos de acido de Lewis adecuados. También
pueden usarse otros reactivos o condiciones deshidratantes, incluyendo, pero sin limitacion, reactivos de tipo
cloroformamidio y combinaciones de acidos.

La glicosil oxazolina marcada isotopicamente resultante se puede usar entonces para preparar un glicoconjugado
marcado isotdpicamente. Se conocen protocolos adecuados en la técnica (véase, por ejemplo, Rising, 2008). Los
glicoconjugados preferidos incluyen glicoproteinas, glicoformas, glicopéptidos, peptidoglicanos, glicolipidos,
glicosidos y lipopolisacaridos.

En algunas realizaciones preferidas, el método de sintesis implica un glicano que comprende el motivo [(2-
acetamido-2-desoxi-3-D-glucopiranosil-(1—2)-a-D-mannopiranosil)-(1—6)]-[2-acetamido-2-desoxi-f-D-
glucopiranosil-(1—2)-a-D-mannopiranosil-(1—3)]-B-D-mannopiranosil-(1—4)-2-acetamido-2-desoxi-f-D-
glucopiranosil-(1—4)-2-acetamido-2-desoxi-a,3-D-glucopiranosa en el que cada grupo acetilo en el motivo esta
marcado isotépicamente. El glicano puede comprender otras unidades de azucar antenarias. La formacién de
oxazolina en la posicion anomérica libre de este glicano permite la preparaciéon de isotopdlogos de glicoconjugado
que tienen un aumento de masa fijo de al menos 8 Da con respecto al glicoconjugado natural. En algunas
realizaciones preferidas, ninguna de las unidades de azlcar antenarias adicionales esta marcada isotopicamente y
el glicoconjugado marcado isotopicamente resultante tiene un aumento de masa fijo de 8 Da con relacion al
glicoconjugado natural.

Marcadores de glicanos en enfermedades y trastornos

La biosintesis de los glicanos se basa en numerosos procesos altamente competitivos que implican
glicosiltransferasas. Como resultado, la glicosilacién es altamente sensible a la naturaleza del medio bioquimico, y la
glicosilacion y los cambios en la glicosilacién se han visto implicados en muchas enfermedades y trastornos. Por
consiguiente, en algunos aspectos, la presente invencién se refiere a métodos para la identificacién conveniente de
los denominados marcadores de glicano (estructuras de glicanos particulares conocidas por estar asociadas a una
enfermedad o trastorno). Aunque en algunas realizaciones la presente invenciéon proporciona la identificacion y
cuantificacion de un solo marcador de glicano en una mezcla compleja, en otras realizaciones se pueden identificar y
cuantificar una serie de marcadores de glicano asociados a una o0 mas enfermedades o trastornos en un solo
experimento.

Con el fin de ayudar en la identificacién de combinaciones de firmas de marcadores de glicano asociados a una
enfermedad o trastorno particular, en algunas realizaciones preferidas el patron etiquetado es una mezcla que
comprende isotopologos isotopicamente marcados de una combinacién y opcionalmente en las cantidades
proporcionales apropiadas, que se sabe estan asociados a una enfermedad o trastorno. De esta manera, se pueden
usar patrones etiquetados premezclados que comprenden uno o mas glicanos marcados isotépicamente en los
métodos de la invencién para la determinacion de la presencia de firmas particulares de glicanos y, por consiguiente,
en métodos de diagnostico de enfermedades y trastornos asociados a dichas firmas.

Las enfermedades y trastornos para los que se pueden usar patrones etiquetados adecuados que comprenden uno
0 mas glicanos marcados isotopicamente incluyen: cancer;

trastornos cardiovasculares, por ejemplo, ictus, infarto de miocardio, ictus hipovolémico, aterosclerosis;
enfermedades inflamatorias de la piel;

diabetes mellitus;

trastornos gastrointestinales, incluyendo colitis ulcerosa;

trastornos y enfermedades hepaticas;

anemia;

enfermedades y trastornos inmunoldgicos, por ejemplo, sindrome de Wiskott-Aldrich;

enfermedades autoinmunoldgicas;

artritis, incluyendo artritis reumatoide;

enfermedades infecciosas;

nefropatia;

trastornos neuroldgicos, incluyendo enfermedad de Alzheimer;

trastornos pulmonares; y

trastornos congénitos de la glicosilacion.

La lista anterior no se proporciona a modo de limitacion y se entendera que los métodos descritos en el presente
documento son relevantes para la deteccion, identificacion y/o cuantificacion de cualquier biomarcador de glicano
conocido por estar asociado a una enfermedad o trastorno.

Se apreciara que la presente invencion proporciona muchas aplicaciones Utiles en el perfil de glicol biofarmacéutico.

Los siguientes ejemplos ilustrativos se proporcionan para ilustrar la diversidad de usos a los cuales pueden aplicarse
los isotopdlogos y métodos descritos en el presente documento:
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« Réapida identificaciéon de lotes de produccion y sitios de produccion a través de una huella de glicano singular
cuantitativa para un producto dado. Esto podria ayudar a identificar biosimilares empaquetados como originales
y rastrear el original y la identidad del lote.

« Deteccion precisa y cuantitativa de mAb glicanos con funciones efectoras conocidas (que influyen en la unién de
la parte Fc al receptor Fc) o efectos importantes en la semivida circulatoria. Estos incluyen glicanos con fucosa
de ndcleo, galactosa terminal, acido sialico terminal y glicanos de alto contenido de manosa (estos ultimos se
acoplaran preferiblemente con el receptor de manosa de, por ejemplo, macréfagos, lo que conduce a la
eliminacion del farmaco de la circulacion).

« Perfiles generales de glicano rapidos y cuantitativos, y la composicion de monosacaridos, grado de ramificacion,
sialilacion, contenido de fucosa, etc. en aplicaciones de alto rendimiento en la industria biofarmacéutica como la
seleccion de clones, el desarrollo de procesos, la liberacion de lotes a través de presentacion IND.

e El uso particular de patrones de glicanos fucosilados y sialilados o cualquier otro glicano labil como patrones
internos en el perfil de glicanos por MALDI-Tof MS para cuantificar y monitorizar la pérdida o migracion de estos
monosacaridos y optimizar los parametros de adquisicion para evitar la pérdida de estos residuos.

e La produccion de kits con la composicién exacta de glicanos de un mAb terapéutico originador o glicoproteinas
para guiar al productor biosimilar en la seleccion de clones y el desarrollo del proceso.

e El uso de patrones internos para la cuantificacion absoluta de glicoformas en mezclas para ayudar a relacionar
los experimentos de eficacia con la glicosilacion y, en Ultima instancia, determinar la eficacia de una glicoforma
particular.

Ejemplos

Sintesis de un nucleo de heptasacarido N-glicano

La siguiente sintesis estd numerada con respecto a las estructuras quimicas correspondientes mostradas en la
Figura 3.

Bencil 4-O-acetil-3,6-di-O-bencil-2-desoxi-2-ftalimido- ~ B-D-glucopiranésido (2). Una solucién de alcohol bencilico
(54 pl, 0,525 mmol, 1,5 equiv.) y 1 (250 mg, 0,350 mmol, sintetizada de acuerdo con Serna S., Kardak B., Reichardt
N., Martin-Lomas M., Tetrahedron Asymmetry, 2009, 20, 851-856) con tamices moleculares en DCM seco se agitd
durante 45 min a temperatura ambiente. La mezcla se enfri6 a 0 °C y se afadié TMSOTf (6 ul, 0,035 mmol, 0,1
equiv.). Después de 1 h, la reaccién se interrumpié con trietilamina, se filtr6 a través de un lecho de celite y se
concentré. El residuo en bruto se purificé por cromatografia ultrarrapida en 9:1 de hexano:EtOAc para dar el
compuesto del titulo (198 mg, 90%).

Fr 0,39 (9:1 de tolueno:EtOAc); [a]o®® = +9,2 (c = 0,5, CHCI3); *H RMN (500 MHz, CDCl3) & 7,87-7,48 (m, 4H, Phth),
7,40-7,27 (m, 5H, Ph), 7,13-6,96 (m, 7H, Ph), 6,95-6,85 (m, 3H, Ph), 5,19-5,09 (m, 2H, H-1, H-4), 4,81 (d, J = 12,3
Hz, 1H, CH, Bn), 4,61-4,54 (m, 3H, CH; Bn), 4,50 (d, J = 12,4 Hz, 1H, CH, Bn), 4,42 (dd, J = 10,7, 8,9 Hz, 1H, H-3),
4,34-4,27 (m, 2H, H-2, CH; Bn), 3,75 (dt, J = 9,7, 4,6 Hz, 1H, H-5), 3,68-3,60 (m, 2H, h-6), 1,94 (s, 3H, CHsz Ac); *C
RMN (CDCl3) 6:169,8, 138,1, 137,9, 137,1, 133,9, 131,7, 128,5, 128,3, 128,2, 128,0, 127,9, 127,8, 127,8, 127,8,
127,5, 123,4, 123,4, 97,3 (C-1), 73,9, 73,8, 73,6, 72,6, 71,0, 69,9, 55,6, 21,0; HRMS (ESI): m/z: calc. C3;H3sNOgNa:
644,2260 [M+Na]", observado 644,2294.

Bencil 3,6-di-O-bencil-2-desoxi-2-ftalimido-  B-D-glucopirandsido (3).

A una solucién de 2 (608 mg, 0,978 mmol) en 2:1 de MeOH:CHCI; (6 ml) se le afiadi6 NaOMe 0,25 M (300 pl, 20%).
Después de agitar durante 1 h, se afadid resina de intercambio iénico acida hasta pH 7. La solucion se filtro, se
concentré y se purifico por cromatografia ultrarrapida para dar el compuesto del titulo (430 mg, 76%).

Fr (hexano:EtOAC); [a]o®® = +9,4 (c = 0,5, CHCI3); "H RMN (500 MHz, CDCls) & 7,89-7,50 (m, 4H, Phth), 7,42-7,29
(m, 5H, Ph), 7,13-7,01 (m, 7H, Ph), 6,98-6,89 (m, 3H, Ph), 5,20-5,12 (m, 1H, H-1), 4,79 (d, J = 12,3 Hz, 1H, CH. Bn),
4,73 (d, J = 12,2 Hz, 1H, CH, Bn), 4,67 (d, J = 11,9 Hz, 1H, CH, Bn), 4,61 (d, J = 12,0 Hz, 1H, CH; Bn), 4,52 (d, J =
12,3 Hz, 1H, CH, Bn), 4,48 (d, J = 12,3 Hz, 1H, CH; Bn), 4,29-4,19 (m, 2H, H-2, H-3), 3,90-3,78 (m, 3H, H-6, H-6, H-
4), 3,65 (dt, J = 9,7, 4,9 Hz, 1H, H-5), 2,96 (s a, 1H, OH); *C RMN (CDCls) 5:168,1, 167,8, 138,3, 137,8, 137,2,
133,8, 131,7, 128,6, 128,2, 128,0, 128,0, 127,9, 127,7, 127,7, 127,5, 123,4, 123,3, 97,5(C-1), 78,7, 74,4, 73,9, 73,7,
70,9, 70,8, 55,5; HRMS (ESI): m/z: calc. CasH3sNO;Na: 602,2155 [M+Na]*, observado 602,2128.
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Bencil 2-O-acetil-4,6-O-bencilideno-3-O-(2-naftiimetil)-  B-D-mannopiranosil-(1 —4)-3,6-di-O-bencil-2-desoxi-2-
ftalimido- B-D-glucopiranosil-(1 —4)-3,6-di-O-bencil-2-desoxi-2-ftalimido- B-D-glucopirandsido (5).

Una solucion de 1 (400 mg, 0,69 mmol) y 4 (905 mg, 0,83 mmol, 1,2 equiv., sintetizada de acuerdo con Serna S.,
Kardak B., Reichardt N., Martin-Lomas M., Tetrahedron Asymmetry, 2009, 20, 851-856) en CH,Cl, seco con 3 A de
tamices moleculares se agité durante 1 h a temperatura ambiente. A esta mezcla se le afiadio TMSOTf (12 ul, 0,07
nmol, 10%) a temperatura ambiente y la reaccion se agité hasta que el andlisis por TLC mostré una conversién
completa del material de partida (1 h). La reaccion se interrumpié afiadiendo trietilamina (20 pl), se filtré a través de
un lecho de celite y se concentré. El residuo en bruto se purificd por cromatografia ultrarrapida para obtener el
compuesto del titulo (750 mg, 73%).

Fr 0,17 (3:1 de hexano:EtOAc); [c)(]D20 =-4,9 (c = 0,5, CHCly); 'H RMN (500 MHz, CDCls3) 6 7,91-7,58 (m, 10H), 7,57-
7,28 (m, 12H), 7,23-7,13 (m, 4H), 7,12-6,87 (m, 13H), 6,81-6,68 (m, 3H), 5,53 (s, 1H, CHPh), 5,51 (dd, J = 3,3, 1,3
Hz, 1H, H-2C), 5,27 (d, J = 8,3 Hz, 1H, H-1B), 4,95 (d, J = 8,4 Hz, 1H, H-1A), 4,88 (d, J = 12,1 Hz, 1H, CH Bn), 4,83
(d, J = 12,8 Hz, 2H, 2 x CH; Bn), 4,7-4,67 (m, 3H, 2 x CHz Bn, H-1C), 4,57-4,47 (m, 4H, 2 x CH; Bn), 4,42 (d, J =
12,1 Hz, 1H, 1 x CH; Bn), 4,40-4,35 (m, 2H, 2 x CH Bn), 4,29 (dd, J = 10,7, 8,5 Hz, 1H, H-3B), 4,25-4,08 (m, 6H,
H2A, H2B, H-4A, H-4B, H-3A, H-6Ca), 3,90 (t, J = 9,6 Hz, 1H, H-4C), 3,68-3,59 (m, 2H, H-6Ba, H-6Bb), 3,59-3,50 (m,
3H, H-6C-b, H-6Aa, H-3C), 3,43 (dd, J =11,1,3,8 Hz, 1H, H-6Ab), 3,30 (ddd, J = 9,9, 3,9, 1,7 Hz, 1H, H-5A), 3,23 (dt,
J =99, 2,2 Hz, 1H, H-5B), 3,13 (td, J = 9,7, 4,9 Hz, 1H, H-5C), 2,22 (s, 3H, CHs Ac); *C RMN (CDCls) 5:170,3,
168,6, 167,7, 167,6, 138,7, 138,7, 138,5, 137,9, 137,6, 137,3, 135,4, 134,1, 133,9, 133,5, 133,4, 133,1, 131,9, 131,8,
131,5,129,1, 128,6, 128,4, 128,3, 128,2, 128,1, 128,1, 127,9, 127,8, 127,7, 127,7, 127,6, 127,6, 127,5, 127,3, 126,9,
126,3, 126,1, 126,0, 125,5, 123,8, 123,2, 101,7, 99,4 (C-1C), 97,2 (C-1A), 97,1 (C-1B), 79,0, 77,9, 77,0, 76,6, 75,9,
75,8, 74,7, 74,6, 74,4, 74,3, 73,2, 72,9, 71,6, 70,6, 69,2, 68,5, 68,3, 67,9, 67,0, 56,6, 55,8, 21,2; HRMS (ESI): m/z:
calc. CggHgoN2O19Na: 1506,5443 [M+Na]+, observado 1506,5481.

Bencil 2-O-acetil-4,6-O-bencilideno- B-D-mannopiranosil-(1 —4)-3,6-di-O-bencil-2-desoxi-2-ftalimido- -D-
glucopiranosil-(1 —4)-3,6-di-O-bencil-2-desoxi-2-ftalimido-B  -D-glucopirandésido (6).

A una solucién de 5 (300 mg, 0,202 mmol) en 4:1 de CH,Cl,:MeOH (1,2 ml), se la afiadié6 DDQ (138 mg, 0,606
mmol, 3 equiv.). Después de 2 h, la mezcla se diluy6 con EtOAc y se lavo con NaHCOj3; saturado, agua y salmuera.
La solucion se concentrd y se purificd por cromatografia ultrarrapida para dar el compuesto del titulo (176 mg, 65%).

Fr 0,37 (3:2 de hexano:EtOAc); [a]o®® = -4,6 (¢ = 1, CHCIls); *H RMN (500 MHz, CDCls) & 7,94-7,57 (m, 8H, Phth),
7,50-7,27 (m, 15H, Ph), 7,11-6,88 (m, 12H, Ph), 6,82-6,68 (m, 3H, Ph), 5,47 (s, 1H, CHPh), 5,31 (dd, J = 3,1, 1,2 Hz,
1H, H-2C), 5,26 (d, J = 8,2 Hz, 1H, H-1B), 4,95 (d, J = 8,4 Hz, 1H, H-1A), 4,85 (t, J = 12,4 Hz, 2H, CH,Ph), 4,76 (d, J
= 1,3 Hz, 1H, H-1C), 4,70 (d, J = 12. 4 Hz, 1H, CH,Ph anomérico), 4,62 (d, J = 12,0 Hz, 1H, CH2Ph), 4,50 (d, J =
13,3 Hz, 3H, CH2Ph), 4,47 (d, J = 12,0 Hz, 1H, CH2Ph), 4,41 (d, J = 12,1 Hz, 1H, CH,Ph anomérico), 4,37 (d, J =
12,4 Hz, 1H, CH.Ph), 4,30-4,23 (m, 1H, H-3B), 4,23-4,08 (m, 6H, H-2B, H-4A, H-2A, H-4B, H-3A, H-6Ca), 3,75-3,67
(m, 2H, H-4C, H-3C), 3,63 (dd, J = 7,2, 2,3 Hz, 2H, H-6Ba, H-ABb), 3,59-3,50 (m, 2H, H-6Cb, H-6Aa), 3,43 (dd, J =
11,1,3,8 Hz, 1H, H-6Ab), 3,33-3,27 (m, 1H, H-5A), 3,23-3,18 (m, 1H, H-5B), 3,15 (dd, J = 15,0, 8,2 Hz, 1H, H-5C),
2,20 (s, 3H, CHs Ac); **C RMN (CDCls) 8:170,6, 168,5, 167,7, 138,7, 138,4, 138,0, 137,3, 137,1, 134,1, 133,9, 133,5,
131,8, 131,5, 129,3, 128,6, 128,4, 128,4, 128,1, 128,1, 127,9, 127,9, 127,7, 127,6, 127,5, 127,3, 126,9, 126,3, 123,7,
123,2, 102,1,99,3(C-1C), 97,2(C-1A), 97,0(C-1B), 79,1,78,6, 76,6, 75,7, 74,6, 74,6, 74,4, 74,4, 73,3, 72,9, 71,4, 70,5,
69,9, 68,5, 68,3, 67,8, 66,7, 56,6, 55,8, 21,1; HRMS (ESI): m/z: calc. CzgH7aN2019Na: 1365,4784 [M+Na]+, observado
1365,4840.

Bencil (3,4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-ftalimido-  B-D-glucopiranosil-(1 —2)-3,4,6-tri-O-acetil- a-D-mannopiranosil)-
(1—3)-2-O-acetil-4,6-O-bencilideno- B-D-mannopiranosil-(1 —4)-3,6-di-O-bencil-2-desoxi-2-ftalimido- B-D-
glucopiranosil-(1 —4)-3,6-di-O-bencil-2-desoxi-2-ftalimido-B  -D-glucopirandsido (8). Una solucion de 6 (100 mg,
0,074 mmol) y 7 (80 mg, 0,089 mmol, 1,2 equiv., sintetizada de acuerdo con Unverzagt, C.; Eller, S.; Mezzato, S.;
Schuberth, R. Chem. Eur. J. 2007, 14, 1304-1311) en CHCI, seco con tamices moleculares se agitdé a temperatura
ambiente durante 1 h. A esta mezcla, se le afiadié TMSOTTf (1,6 ul, 0,007 mmol, 10%) y se agit6é hasta que el analisis
por TLC mostré una conversién completa del material de partida (1 h). La reaccion se interrumpio por la adicién de
trietilamina (20 pl), se filtr6 a través de un lecho de celite y el filtrado se concentré. El residuo en bruto se purificé por
cromatografia ultrarrapida para dar el compuesto del titulo (116 mg, 76%).

Fr 0,13 (1:1 de hexano:EtOAc); [a]p”™® = -15,8 (¢ = 0,5, CHCl3);"H RMN (500 MHz, CDCls) & 7,95-7,51 (m, 16H), 7,51-
7,27 (m, 11H), 7,08-6,89 (m, 12H), 6,84-6,68 (m, 3H), 5,48-5,40 (m, 2H, H-3E, CHPh), 5,23 (d, J = 7,9 Hz, 1H, H-1B),
5,16 (d, J = 4,0 Hz, 1H, H-2C), 5,02 (t, J = 10,2 Hz, 1H, H-4D), 4,99-4,89 (m, 3H, H-4D, H-1A, H-1D), 4,89-4,77 (m,
4H, H-1E, 2 x CHzPh, H-3D), 4,68 (d, J = 12,2 Hz, 2H, CH,Ph anomérico, CH,Ph), 4,54-4,46 (m, 4H, 3x CH,Ph, H-
1C), 4,41-4,30 (m, 3H, CH2Ph anomérico, 2 x CH2Ph), 4,28-4,05 (m, 8H, H-2E, H-3B, H-4A, H-2B, H-2A, H-3A, H-4B,
H-6Ca), 4,00 (dd, J = 3,0, 1,7 Hz, 1H, H-2D), 3,93 (dd, J = 12,3, 3,3 Hz, 1H, H-6Ea), 3,83 (dt, J = 9,8, 3,7 Hz, 1H, H-
5D), 3,73 (t, J = 9,6 Hz, 1H, H-4C), 3,70-3,62 (m, 4H, H-6Eb, H-6Da, H-6Db, H-6Ba), 3,60-3,51 (m, 3H, H-6Bb, H-
6Aa, H-3C), 3,48 (t, J = 10,3 Hz, 1H, H-6Cb), 3,38 (dd, J = 11,1,3,6 Hz, 1H, H-6Ab), 3,29 (dd, J = 9,8, 3,1 Hz, 1H, H-
5A), 3,15 (dd, J = 9,9, 2,1 Hz, 1H, H-5B), 3,00 (td, J = 9,7, 5,0 Hz, 1H, H-5C), 2,15 (s, 4H, CHz Ac, H-5E), 2,05 (d, J =
5,8 Hz, 6H, CH3 Ac), 1,99 (d, J = 11,5 Hz, 5H, CH3z Ac), 1,86 (d, J = 4,8 Hz, 6H, CH3 Ac); *C RMN (CDCls) 5:170,6,
170,6, 170,5, 170,2, 170,1, 169,5, 169,2, 167,7, 167,6, 138,8, 138,7, 138,5, 137,9, 137,4, 137,3, 134,3, 134,1, 133,9,
133,5, 131,8, 131,8, 131,5, 130,2, 129,0, 128,8, 128,6, 128,3, 128,1, 128,1, 127,9, 127,7, 127,6, 127,6, 127,6, 127,3,
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127,0, 126. 9, 123,8, 123,7, 123,2, 102,4, 98,5 (C-1C), 98,0 (C-1D), 97,2 (C-1A, C-1B), 95,8 (C-1E), 78,8, 78,3, 76,7,
76,5, 75,9, 75,3, 74,6, 74,5, 74,4, 74,3, 73,5, 72,9, 71,2, 70,6, 70,6, 70,5, 69,4, 68,9, 68,6, 68,5, 68,3, 67,5, 66,2,
65,5, 62,9, 61,1,56,6, 55,8, 54,1, 20,9, 20,7, 20,6, 20,6; HRMS (ESI): m/z: calc. Ci10H100N3OszsNa: 2070,6689
[M+Na]*, observado 2070,6689.

Bencil (3,4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-ftalimido- ~ B-D-glucopiranosil-(1 —2)-3, 4, 6-tri-O-acetil-a-D-
mannopiranosil)-(1 —3)2-O-acetil- B-D-mannopiranosil-(1 —9)-3,6-di-O-bencil-2-desoxi-2-ftalimido-B  -D-
glucopiranosil-(1 —9)-3,6-di-O-bencil-2-desoxi-2-ftalimido-B  -D-glucopiranésido (9).

A una solucién de 8 (100 mg, 0,046 mmol) en CHxCl, (1 ml) a 0 °C, se le afadieron etanactiol (17 pl, 0,244 mmol, 5
equiv.) y dietileterato de trifluoruro de boro (1 pl, 20%). Después de 2 h, se afiadié trietlamina. La mezcla se
concentré y se purificé por cromatografia ultrarrapida (hexano:EtOAc, 3:1) para dar el compuesto del titulo (75 mg,
83%).

Fr 0,1 (1:2 de hexano:EtOAc); [c)(]D20 =-3,9 (c = 0,5, CHCIy); 'HRMN (500 MHz, CDCl3) 6 7,94 - 7,41 (m, 12H, Phth),
7,35-7,22 (m, 10H, Phth, Ph), 7,16 (m, 1H, Ph), 7,07-6,93 (m, 12H, Ph), 6,74 (m, 3H, Ph), 5,72 (dd, J = 10,7, 9,1 Hz,
1H, H-3E), 5,36 (d, J = 8,5 Hz, 1H, H-1E), 5,25 (d, J = 8,1 Hz, 1H, H-1B), 5,18-5,10 (m, 3H, H-4D, H-4E, H-2C), 4,96-
4,91 (m, 2H, H-1D, H-1A), 4,91-4,81 (m, 3H, 2 x CHz Bn, H-3D), 4,68 (d, J = 12,4 Hz, 1H, CH,Ph), 4,60 (d, J = 12,1
Hz, 1H, CH2Ph), 4,54 (s, 1H, H-1D), 4,53-4,46 (m, 3H, 3 x CH; Bn), 4,43-4,34 (m, 4H, 3 x CH; Bn, H-2E), 4,29 (dd, J
=12,3, 4,8 Hz, 1H, H-6E), 4,27-4,13 (m, 5H, H-2B, H-3B, H-4A, H-2D, H-2A), 4,13-4,06 (m, 3H, H-6E, H-3A, H-4B),
3,85-3,77 (m, 4H, H- 5E, H-5D, H-6Da, H-6Db), 3,75 (t, J = 9,5 Hz, 1H, H-4C), 3,68 (dd, J = 11,8, 3,4 Hz, 1H, H-6Ca),
3,62 (dd, J = 11,6, 1,7 Hz, 1H, H-6Ba), 3,57-3,50 (m, 3H, H-6Aa,H-6Bb, H-6Cb), 3,42 (dd, J = 11,1,3,8 Hz, 1H, H-
6Ab), 3,34 (dd, J = 9,4, 3,5 Hz, 1H, H-3C), 3,31-3,26 (m, 1H, H-5A), 3,22-3,16 (m, 1H, H-5B), 2,98 (dt, J = 8,9, 4,1
Hz, 1H, H-5C), 2,11 (2 x s, J = 1,3 Hz, 6H, 2 x CH3 Ac), 2,06-2,00 (3 x s, 9H, 3 x CH3 Ac), 1,98 (s, 3H, CHs Ac), 1,86
(s, 3H, CHz Ac); **C RMN (CDCls) 5:170,9, 170,8, 170,7, 170,3, 170,2, 169,5, 169,5, 168,6, 167,7, 138,7, 138,5,
138,4, 137,8, 137,3, 134,5, 133,5, 131,8, 131,4, 128,7, 128,4, 128,3, 128,2, 128,2, 128,1, 127,9, 127,6, 127,6, 127,5,
127,4, 126,9, 123,8, 123,7, 123,3, 123,2, 98,4 (C-1D), 97,7 (C-1C), 97,2 (C-1E), 97,2 (C-1A), 97,1(C-1B), 77,6, 77,5,
76,7, 75,4, 74,6, 74,6, 74,5, 74,5, 74,4, 73,4, 72,9, 72,0, 70,7, 70,6, 70,5, 69,9, 69,1,69,0, 68,5, 68,2, 65,5, 62,5,
62,1,62,1,56,5, 55,8, 54,4, 21,0, 20,9, 20,8, 20,7, 20,7, 20,5; HRMS (ESI): m/z: calc. Cio3H10sN3O3zsNa: 1982,6376
[M+Na]*, observado 1982,6331.

Bencil [(3,9,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2ftalimido-  B-D-glucopiranosil-(1 —2)-3,4,6-tri-O-acetil- a-D-mannopiranosil)-
(1—6)]-[(3,4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2ftalimido-  B-D-glucopiranosil-(1 —2)-3A6-tri-O-acetil- a-D-mannopiranosil)-
(1—3)]-2-O-acetil- B-D-mannopiranosil-(1 —4)-3,6-di-O-bencil-2-desoxi-2-ftalimido-B  -D-glucopiranosil-(1 —4)-
3,6-di-O-bencil-2-desoxi-2-ftalimido- B-D-glucopirandsido (11).

Una solucién de 9 (45 mg, 0,023 mmol) y 10 (30 mg, 0,034 mmol, 1,2 equiv., sintetizada de acuerdo con Unverzagt,
C.; Eller, S.; Mezzato, S.; Schuberth, R. Chem. Eur. J. 2007, 14, 1304-1311) en CH,Cl, seco (6 ml) con tamices
moleculares se agitd a temperatura ambiente durante 1 h. Esta mezcla se enfrié a -40 °C, se afiadi6 TMSOTf (1 pl,
0,007 mmol, 25%) y la reaccion se agit6 a esta temperatura hasta que el analisis por TLC mostré una conversion
completa del material de partida (1 h). La reaccion se interrumpié afadiendo trietilamina (5 pl), se filtré a través de un
lecho de celite y se concentré. El residuo en bruto se purificé por cromatografia ultrarrapida y la placa preparativa dio
el compuesto del titulo (45 mg, 74%).

Fr 0,28 (1:1 de hexano:acetona); [a]o*° = -2,8 (¢ = 0,5, CHCIs); 'H RMN (500 MHz, CDCls) & 7,88-7,55 (m, 15H,
Phth), 7,40 (m, J = 7,1 Hz, 1H Phth), 7,33-7,20 (m, 9H, Ph), 7,14 (m, J = 5,3, 2,8 Hz, 1H, Ph), 7,06-6,97 (m, 3H, Ph),
6,98-6,88 (m, 6H, Ph), 6,84 (m, J = 7,3 Hz, 2H, Ph), 6,81-6,67 (m, 4H, Ph), 5,69 (dd, J = 10,8, 9,1 Hz, 1H, H-1E),
5,61 (dd, J = 10,8, 9,2 Hz, 1H, H-1E), 5,40 (d, J = 8,5 Hz, 1H, H-1E), 5,22-5,14 (m, 4H, H-4D, H-4E, H-1B, H-1E’),
5,14-5,05 (m, 3H, H-4D', H-2C, H-4E’), 4,94 (dd, J = 10,2, 3,4 Hz, 1H, H-3D'), 4,90-4,86 (m, 2H, H-1D, H-1A), 4,83
(dd, J = 10,2, 3,2 Hz, 1H, H-3D), 4,78 (d, J = 12,9 Hz, 1H, CH; Bn), 4,72 (d, J = 12,7 Hz, 1H, CH2 Bn), 4,68-4,60 (m,
2H, CH; Bn), 4,53 (s, 1H, H-1C), 4,52-4,36 (M, 7H, 5 x CH; Bn, H-2E, H-1D"), 4,36-4,25 (m, 4H, H-2E',H-6aE CH; Bn
anomérico, H-4D), 4,23-4,14 (m, 3H, H-3B, H-4A, H-6aE"), 4,14-4,00 (m, 6H, H-2A, H-2B, H-2D', H-3A, H-4B, H-
6bE), 3,90-3,83 (m, 2H, H-5E, H-6aD), 3,84-3,70 (m, 7H, H-6bE', H-4C, H-5D, H-6bD, H-6aD', H-6bD", H-6aC), 3,67
(d, J = 9,9 Hz, 1H, H-5D), 3,62-3,45 (m, 3H, H-6aB, H-6bB, H-6aA), 3,36-3,27 (m, 4H, H-6BA, H-6BC, H-3C, H-5E’),
3,24 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-5A), 3,15 (d, J = 9,3 Hz, 1H, H-5B), 3,10 (dt, J = 8,4, 3,9 Hz, 1H, H-5C), 2,13 (s, 3H, CH3
Ac), 2,09 (s, 3H, CHs Ac), 2,02 (3 x s, 9H, 3 x CHs Ac), 2,01-1,97 (m, 15H, 5 x CH3 Ac), 1,93 (s, 3H, CHs Ac), 1,85 (d,
J = 2,3 Hz, 6H, CHs Ac); **C RMN (CDCls) 8:171,0, 170,9, 170,8, 170,8, 170,7, 170,4, 170,3, 170,2, 169,5, 169,4,
168,3, 167,7, 167,5, 138,8, 138,7, 138,4, 138,0, 137,2, 134,5, 134,1, 133,8, 133,5, 131,8, 131,7, 131,5, 131,4, 128,7,
128,3, 128,2, 128,1, 128,1, 128,0, 127,9, 127,6, 127,5, 127,3, 126,9, 123,7, 123,7, 123,6, 123,2, 99,0 (C-1D), 98,1
(C-1C), 97,8 (C-1D"), 97,2 (C-1E), 97,2, 97,1, 97,0, (C-1A, C-1B, C-1E') 78,2, 78,1, 76,7, 75,8, 74,5, 74,4, 74,4, 74,3,
73,3, 73,2,72,8, 71,8, 71,7, 70,7, 70,6, 70,5, 70,4, 70,0, 69,3, 69,1,68,9, 68,5, 68,1, 68,1,67,3, 65,7, 65,4, 62,5, 62,4,
61,8, 61,6, 56,5, 55,7, 54,5, 20,9, 20,9, 20,8, 20,7, 20,7, 20,5; HRMS (ESI): m/z: calc. CiasH140NsOs3Na: 2687,8275
[M+Na]*, observado 2687,8379.

Bencil  [(2-amino-2-desoxi- B-D-glucopiranosil-(1 —2)-a-D-mannopiranosil) -(1 —6)]-[2-amino-2-desoxi- B-D-

glucopiranosil-(1 —2)-a-D-manno-piranosil-(1 —3)]-B-D-mannopiranosil-(1 —4)-2-amino-3,6-di-O-bencil-2-
desoxi- B-D-glucopiranosil-(1 —4)-2-amino-3,6-di-O-bencil-2-desoxi- B-D-glucopiranésido (12).
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A una solucion de heptasacarido 11 (32 mg, 12 umol) en 2:1 de MeOH:CH,Cl,, se le afiadi6 NaOMe (30 ul, 0,5 M,
1,25 equiv.). Después de agitar durante 1 h a temperatura ambiente, se afiadieron MeOH (400 ul) y etilendiamina
(300 pl) y la mezcla se calenté durante 3 ciclos de 30 min a 120 °C en un microondas. La mezcla se concentré a
sequedad usando tolueno y etanol. El residuo en bruto se purificé por columna Sephadex LH-2 (2:1 de MeOH:DCM)
Para dar el compuesto del titulo (17 mg, 83%).

H RMN (500 MHz, MeOD) 6 7,52 (d, J = 7,1 Hz, 2H, Ph), 7,46-7,25 (m, 21, Ph), 7. 21 (dd, J = 4. 7, 2,0 Hz, 2H, Ph),
5. 22 (dd, J = 6. 8, 4. 8 Hz, 2H, CH2Bn, H-1 Man), 5,17 (d, J = 11,5 Hz, 1H, CH2Bn), 4,98 (d, J = 1,9 Hz, 1H, H-1
Man), 4,70-4,56 (m, 5H, 4 CH2Bn, H-1 Man), 4,50 (s, 2H, CH2Bn), 4,47 (d, J = 8,2 Hz, 1H, H-1 GIcN), 4,43 (d, J=7,8
Hz, 1H, H-1 GIcN), 4,39 (d, J = 7,9 Hz, 1H, H-1 GIcN), 4,30 (d, J = 8,1 Hz, 1H, H-1 GIcN), 4,25-4,12 (m, 3H), 4,08 (t,
J = 9,2 Hz, 1H, H-4 GIcN), 4,02-3,96 (m, 1H, H-6 GlIc), 3,96-3,76 (m, 12H), 3,76-3,61 (m, 10H), 3,58 (m, 2H), 3,52
(m, 1H), 3,48-3,42 (m, 1H), 3,41-3,32 (m, 5H), 3,31-3,19 (m, 4H), 2,83 (td, J = 10,7, 8,1 Hz, 2H, H-2 GIcN), 2,77 (d, J
= 8,4 Hz, 1H, H-2, GIcN), 2,67 (dd, J = 9,7, 8,0 Hz, 1H, H-2 GIcN); *C RMN del experimento por HSQC (126 MHz,
MeOD) & 128,48, 127,90, 127,93, 127,38, 127,89, 100,48, 74,34, 74,41, 97,67, 70,66, 74,24, 72,70, 99,85, 70,73,
74,33, 72,71, 72,90, 101,50, 101,71,101,96,101,48, 77,11,74,70, 70,40, 76,35, 77,63, 70,20, 66,17, 61,22, 73,63,
70,36, 66,15, 68,17, 61,02, 68,29, 66,25, 60,84, 67,52, 72,89, 68,48, 75,01, 82,05, 82,63, 82,33, 76,99, 70,04, 75,54,
75,27, 76,85, 56,82, 56,18, 56,16, 56,22.

Bencil [(2-acetamido-2-desoxi- B-D-glucopiranosil-(1 —2)-a-D-mannopiranosil)-(1 —6)]-[2-acetamido-2-desoxi-

B-D-glucopiranosil-(1 —2)-a-D-mannopiranosil-(1 —3)]-B-D-mannopiranosil-(1 —4)-2-acetamido-3,6-di-O-bencil-

2-desoxi- B-D-glucopiranosil-(1 —4)-2-acetamido-3,6-di-O-bencil-2-desoxi-B -D-glucopirandsido ( **Cg) 13 (**Ce-
GO(Bns)).

A una solucién de heptasacarido 12 (100 mg, 62,5 pmol) en MeOH seco (2 ml) a 0 °C, se le afiadieron anhidrido
acético *c4 (42 ul, 444 umol) y NaOMe 0,5 M (0,8 ml). Después de 2 h a 0 °C, la mezcla se concentrd y se purificd
por HPLC Sepadex LH-20 (MeOH) para dar el compuesto del titulo (80 mg, 72%). 'H RMN (500 MHz, MeOD) 8 7,40
-7,21 (m, 22H, arom), 7,21 -7,14 (m, 3H, arom), 5,07 (d, J = 1,9 Hz, 1H, H-1D), 4,99 (dd, J = 16,3, 12,0 Hz, 2H, 2
CHzBn), 4,82 (d, J = 12,5 Hz, 1H, CH2Bn), 4,79 (d, J = 1,8 Hz, 1H, H-1D"), 4,75 (d, J = 12,1 Hz, 1H, CH2Bn), 4,70 -
4,66 (m, 2H, H-1C, H-1B), 4,66 - 4,54 (m, 4H, CH2Bn), 4,46 (dd, J = 13,9, 8,2 Hz, 4H, H-1A, H-1E, 2 CH,Bn), 4,31 (d,
J =8,4 Hz, 1H, H-1E), 4,11 (d, J = 3,1 Hz, 1H, H-2C), 4,08 (dd, J = 3,4, 1,8 Hz, 1H, H-2D), 3,99 (t, J = 8,5 Hz, 2H, H-
4A, H-4B), 3,96 - 3,86 (m, 3H, H-2A, H-6Ca, H-6Da), 3,86 - 3,75 (m, 9H, H-6Ea, H-2B, H-4C, H-6Aa, H-6Ab, H-3D,
H-3D', H-2D', H-5D), 3,75 - 3,53 (m, 14H, H-6E'a,H-6E'b, H-6Eb, H-6D'a, H-6Ba, H-3B, H-2E', H-2E, H-6Db, H-6D'b,
H-6Cb, H-6Bb, H-5D', H-3A), 3,53 - 3,41 (m, 6H, H-4D', H-4D, H-5A, H-3E, H-3E', H-3C), 3,37 - 3,24 (m, 4H, H-4E',
H-4E, H-5B, H-5E), 3,20 - 3,13 (m, 2H, H-3E', H-5C), 2,11 (t, J = 5,7 Hz, 3H, Ac), 1,95 (dd, J = 18,2, 6,1 Hz, 3H, Ac),
1,88 - 1,83 (m, 3H, Ac), 1,70 (dd, J = 18,1, 5,9 Hz, 3H, Ac); 3C RMN del experimento por HSQC (126 MHz, MeOD):
127,9, 127,8, 127,7,127,4, 100,5 (C-1E", 100,1 (C-1A, C-1B, C-1C, C-1E), 99,6 (C-1D), 97,2 (C-1D'), 81,5, 80,8,
80,4, 77,6, 77,1,76,6, 76,1,75,9, 74,9, 74,9, 74,0, 73,9, 73,8, 73,5, 73,1,73,0, 72,9, 70,5, 70,3, 70,3, 70,2, 70,2, 68,5,
68,4, 67,8, 65,8, 61,9, 61,7, 61,5, 61,0, 55,8, 55,8, 54,5, 22,1, 22,1, 21,6.

[(2-acetamido-2-desoxi- B-D-glucopiranosil-(1 —2)-a-D-mannopiranosil)-(1 —6)]-[2-acetamido-2-desoxi-B -D-
glucopiranosil-(1 —2)-a-D-manno-piranosil-(1 —3)]-B-D-mannopiranosil-(1 —4)-2-acetamido-2-desoxi- B-D-
glucopiranosil-(1 —9)-2-acetamido-2-desoxi- a, B-D-glucopiranosa ( **Csg) (14) (**Ce-GO(Bns)).

Se disolvié el heptasacarido 13 (13 mg, 7,3 umol) en 1 ml de MeOH y se pasé a través del hidrogenador usando un
cartucho de Pd al 10%/C y MeOH como disolvente con un caudal de 1 ml/min, a 50°C usando condiciones de
hidrégeno completo. La mezcla resultante se concentrd, se disolvié de nuevo en agua y se purificé en un cartucho de
9rafito para dar el compuesto del titulo (7 mg, 72%).

H RMN (500 MHz, D20) & 5,20 (d, J = 2,5 Hz, 0,6H, H-1A acienac), 5,13 (d, J = 1,8 Hz, 1H, H-1D o1 3-man), 4,93 (d, J
= 1,8 HZ, 1H, H-1D' ¢-16-man), 4,71 (d, J = 8,0 Hz, 0,4H, H-1A ggicnac), 4,62 (dd, J = 7,8, 4,4 Hz, 1H, H-1B g.cicNac),
4,57 (d, J = 8,4 Hz, 2H, H-1E g.gicnac, H-1E' p-cienac), 4,26 (d, J = 2,5 Hz, 1H, H-2C), 4,20 (dd, J = 3,4, 1,6 Hz, 1H, H-
2D), 4,12 (dd, J = 3,4, 1,7 Hz, 1H, H-2D"), 4,04-3,85 (m, 10H), 3,85-3,39 (m, 30H), 2,25-2,13 (m, 6H, 2Ac), 1,98-1,88
(m, 6H, 2Ac). *C RMN (126 MHz, D;0) & 101,4 (C-1B g.gicnac), 100,4 (C-1C p1.4man), 99,6 (C-1D ¢-1,3-man, C-1E 5.
GIcNAC, C'lE' B-G|cNAc), 97,0(C'1D' u-l,G-Man), 94,8(C'1A B-G|cNAc), 90,4(C'1A q-GIcNAc), 80,4, 79, 6, 79,5, 79,2, 76,4, 76,3,
75,8, 75,8, 74. 6, 74,4, 74,3, 73,5, 73,4, 73,3, 72,8, 72,5, 72,0, 70,2, 70,0, 69,9, 69,6, 69,4, 69,4, 69,2, 67,3, 67,3,
65,8, 65,7, 61,7, 61,6, 60,6, 60,1,60,0, 59,9, 56,1,553, 54,9, 53,6; HRMS (ESI): m/z calculado para
Ca2"°CgHaaN4O36Na: 1347,5031 [M+Na]*, observado 1347,5131.

Sintesis de un nucleo de N-glicano de complejo triantenario

La siguiente sintesis estd numerada con respecto a las estructuras quimicas correspondientes mostradas en la
Figura 4.

Bencil [di-(O-3,4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-ftalimido- ~ B-D-glucopiranosil)-(1 —2)-(1—4)-3,6-di-O-acetil- a-D-

mannopiranosil]-(1 —3)-2-O-acetil-4,6-O-bencilideno- B-D-mannopiranosil-(1 —4)-3,6-di-O-bencil-2-desoxi-2-
ftalimido- B-D-glucopiranosil-(1 —4)-3,6-di-O-bencil-2-desoxi-2-ftalimido- B-D-glucopiranésido (18).
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Una solucién del aceptor 7 (0,18 g, 0,13 mmol) y el donante 17 (0,21 g, 0,16 mmol, 1,2 equiv.) en DCM seco (2 ml),
con tamices moleculares se agité a temperatura ambiente durante 1 h. Se afiadié TMSOTf (2 pl, 13 umol, 10%) y la
reaccion se agité durante 1 h a temperatura ambiente. La reaccién se interrumpié mediante la adiciéon de EtsN (25
), se filtré a través de un lecho de celite y el filtrado se concentré. El residuo en bruto se purifico por cromatografia
en columna ultrarrdpida (2:3 de Hexano:EtOAc), para dar el compuesto del titulo (0,27 g, 82%). [q]ZOD: -24,0 (c 1,05,
CHsCl). RMN H (500 MHz, CDCls): 7,90-7,65 (m, 17H, H-arom), 7,54 (m, 2H, H-arom), 7,42-7,26 (m, 13H, H-arom),
7,06-6,96 (m, 11H, H-arom), 6,79 (m, 3H, H-arom), 5,76 (dd, J = 9,0, 10,7 Hz, 1H, H-3E’), 5,44 (m, 3H, H-1E', H-3E,
CHPh), 5,27 (d, J = 7,8 Hz, 1H, H-1A), 5,18 (m, 2H, H-2C, H-4E"), 4,96 (d, J = 8,5Hz, 1H, H-1B), 4,83 (m, 6H, H-4E,
2XCHz Bn, H-3D, H-1D, H-1E), 4,71, 4,65 (d, J = 12,0 Hz, 1H, CH; Bn), 4,52 (m, 4H, H-1C, 3xCH. Bn), 4,39 (m, 3H,
3XCHz Bn), 4,29-4,07 (m, 13H, H-2E', 2xH-6E', H-2A, H-2B, H-3A, H-3B, H-4A, H-4B, H-6Ca, H-5E', H-2E, H-6Da),
3,98 (m, 3H, H-5D, H-6Ea, H-2D), 3,82 (t, J = 10,3Hz, 1H, H-4D), 3,73 (t, j =8,5 Hz, 1H, H-4C), 3,75-3,39 (m, 8H,
2xH-6A, H-6Eb, 2xH-6B, H-3C, H-6Cb, H-6Db), 3,32 (m, 1H, H-5B), 3,19 (m, 1H, H-5A), 2,99 (m, 1H, H-5C), 2,26,
2,12 (s, 3H, CHs Ac), 2,08 (m, 1H, H-5E), 2,04, 2,03, 2,02, 1,84, 1,83, 1,72, 1,54 (s, 3H, CHz Ac). >°C RMN (126
MHz, CDCls): 170,8, 170,5, 170,4, 170,2, 170,1, 170,0, 169,5, 169,2, 167,3 138,7, 138,6, 138,4, 137,8, 137,3, 137,2,
134,33, 134,0, 133,5, 131,7, 131,4, 128,9, 128,7, 128,5, 128,2, 128,1, 127,0, 127,7, 127,6, 127,5, 127,4, 127,2, 126,9,
126,8, 123,8, 123,4, 102,3, 98,1 (C-1C), 97,6 (C-1D), 97,1 (C-1A, C-1B), 95,8 (C-1E), 94,8 (C-1E'), 78,8, 77,8, 76,6,
75,9, 75,1, 74,5, 74,3, 74,2, 73,3, 72,8, 72,7, 71,8, 71,0, 70,8, 70,5, 70,4, 68,6, 68,5, 68,4, 68,1,67,4, 66,0, 63,6,
61,6, 61,1,56,5, 55,7, 54,8, 54,0, 20,9, 20,7, 20,6, 20,4, 20,2.

Bencil [di-(O-3,4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-ftalimido- ~ B-D-glucopiranosil)-(1 —2)-(1—4)-3,6-di-O-acetil- a-D-
mannopiranosil]-(1 —3)-2-O-acetil- B-D-mannopiranosil-(1 —4)-3,6-di-O-bencil-2-desoxi-2-ftalimido-B  -D-
glucopiranosil-(1 —4)-3,6-di-O-bencil-2-desoxi-2-ftalimido-B  -D-glucopirandésido (19).

Se afiadieron EtSH (31 pl, 0,25 mmol, 5 equiv.) y BFsOEt; (2 pl, 10 umol, 20%) a 0 °C a una solucién de
hexasacarido 18 (0,14 g, 0,05 mmol) en DCM (2 ml). La mezcla de reaccién se agit6 a temperatura ambiente hasta
una conversiéon completa (2 horas). A continuaciéon, se inactivé con EtsN, se concentrd6 y se purificd por
cromatografia en columna ultrarrapida (1:3 de Hexano:EtOAc), obteniendo el compuesto del titulo (0,12 g, 88%).
[a]*°: +1,9 (c 0,93, CDCls). RMN *H (500 MHz, CDCls): 7,90-7,66 (m, 15H, H-arom), 7,32-7,24 (m, 12H, H-arom),
7,17 (m, 1H, H-arom), 7,02-6,98 (m, 10H, H-arom), 6,76 (m, 3H, H-arom), 5,78 (dd, J = 9,1, 10,7 Hz, 1H, H-3E), 5,73
(m, dd, J=9,1, 10,8 Hz, 1H, H-3E"), 5,48 (d, J = 7,8 Hz, 1H, H-1E"), 5,27 (m, 2H, H-1E, H-1A), 5,22 (t, J =9,8 Hz, 1H,
H-4E"), 5,15 (d, J = 3,4Hz, 1H, H-2C), 5,10 (t, J =9,7Hz, 1H, H-4E), 5,05 (dd, J =3,0, 8,5 Hz, 1H, H-3D), 4,96 (d, 1H, J
= 8,2 Hz, H-1B), 4,86 (m, 3H, CH; Bn, H-1D), 4,70 (d, J = 12,0Hz, 1H, 1xCH; Bn), 4,58 (d, J = 12,0Hz, 1H, 1xCH,
Bn), 4,52 (m, 4H, H-1C, 3xCH> Bn), 4,45 (m, 1H, H-6E'a), 4,39 (m, 3H, 3xCH, Bn), 4,34-4,04 (m, 15H, H-2E, H-2E',
2xH-6E, H-6E'b, H-2A, H-2B, H-3A, H-3B, H-4A, H-4B, H-2D, H-5E', H-6Da, H-4D), 3,82 (m, 1H, H-5E), 3,78 (m, 1H,
H-5D), 3,69 (m, 2H, H-4C, H-6Ca), 3,62-3,48 (m, 5H, H-6Aa, H-6Ba, H-6Cb, H-6Ab, H-6Db), 3,44 (dd, J = 3,9,
11,3Hz, 1H, H-6Bb), 3,31 (m, 2H, H-5B, H-3C), 3,20 (m, 1H, H-5A), 2,94 (m, 1H, H-5C), 2,19, 2,15, 2,11, 2,07, 2,04,
2,02, 1,88, 1,85 (s, 3H, CH3 Ac). B3C RMN (126 MHz, CDCl3): 170,7, 170,2, 170,1, 170,0, 169,5, 167,6, 138,6, 138,5,
138,3, 137,8, 137,2, 134,4, 134,3, 131,6, 131,3, 128,6, 128,2, 128,1, 128,0, 127,9, 127,8, 127,5, 127,4, 127,3, 127,2,
126,8, 123,7, 123,1, 98,1 (C-1D), 97,4 (Csg, C-1C), 97,1 (C-1A, C-1B), 95,9 (C-1E"), 77,2, 76,5, 75,9, 75,3, 75,2,
74,5, 74,4, 74,3, 73,1,72,8, 71,8, 71,3, 70,7, 70,5, 70,4, 68,9, 68,8, 68,5, 68,3, 68,1,67,1, 62,7, 62,0, 61,1,56,5, 55,7,
54,8, 54,4, 20,8, 20,7, 20,6, 20,4.

Bencil [di-(O-3,9,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-ftalimido- ~ B-D-glucopiranosil)-(1 —2)-(1—4)-3,6-di-O-acetil- a-D-
mannopiranosil]-(1-3)-[0-3,4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-ftalimido- B-D-glucopiranosil-(1 —2)-3,4,6-tri-O-acetil- a-D-
mannopiranosil]-(1 —6)-2-O-acetil- 3-D-mannopiranosil-(1 —4)-3,6-di-O-bencil-2-desoxi-2-ftalimido-B  -D-
glucopiranosil-(1 —4)-3,6-di-O-bencil-2-desoxi-2-ftalimido-B  -D-glucopirandsido (20).

Una suspension del aceptor 19 (75 mg, 0,03 mmol), el donante 11 (41 mg, 0,05 mmol, 1,5 equiv., sintetizada de
acuerdo con Unverzagt, C.; Eller, S.; Mezzato, S.; Schuberth, R. Chem. Eur. J. 2007, 14, 1304-1311) y tamices
moleculares en DCM seco (9,8 ml) se agité a temperatura ambiente durante 1 h. La mezcla se enfrié a -40 °C y se
afiadio TfOH (1 pl, 0,01 umol, 33%). La mezcla de reaccién se agité a -40 °C hasta que el donante desaparecio (1
h). A continuacidn, la reaccion se interrumpié con EtsN, se filtré sobre un lecho de celite y se concentré. El residuo se
purificé por cromatografia en columna ultrarrapida, obteniendo el compuesto del titulo (60 mg, 62%).

[a]*°: +2,1 (¢ 0,53, CHsCl). RMN *H (500 MHz, CDCls): 7,88-7,61 (m, 19H, H-arom), 7,30-7,23 (m, 11H, H-arom),
7,18, 7,04 (m, 1H, H-arom), 7,01-6,93 (m, 7H, H-arom), 6,85, 6,75 (m, 3H, H-arom), 5,79 (dd, J = 9,0, 10,7 Hz, 1H,
H-3g), 5,70 (m, 2H, H-3E, H-3E"), 5,45 (d, J = 8,2Hz, 1H, H-1E"), 5,33 (d, J = 8,4Hz, 1H, H-1E), 5,24-5,09 (m, 7H, H-
1E", H-1A, H-4E’, H-4D’, H-2C, H-4E, H-4E"), 4,98 (m, 2H, H-3D, H-3D’), 4,94 (d, J =8. 5Hz, 1H, H-1B), 4. 83 (d, J =
12,0Hz, 1H, 1xCH, Bn), 4,78 (d, J = 1,8Hz, 1H, H-1D), 4,71 (m, 2H, 2xCHz Bn), 4,59 (d, J = 12,0Hz, 1H, 1xCH> Bn),
4,51-3,98 (m, 27H, H-1C, 6xCH; Bn, 2XH-6E’, H-1D’, H-2E”, H-2E, 2xH-6E, H-2E’, H-6E" a, H-2D, H-2D’, H-2B, H-
3B, H-4B, H-2A, H-3A, H-4A, H-5E’, H-6Da, H-4D), 3,87 (m, 2H, H-6E"b, H-5E), 3,81-3,69 (m, 6H, H-5D, H-6D’a, H-
4C, H-6Ca, H6Db, H5D’), 3,59-3,45 (m, 5H, 2xH-6Aa, H-6Ba, H-6D’b, H-5E"), 3,39 (dd, J = 4,0, 11,5Hz, 1H, H-6Bb),
3,33 (dd, J = 5,0, 10,3Hz, 1H, H-6Cb), 3,26 (m, 2H, H-5B, H-3C), 3,17 (m, 1H, H-5A), 3,01 (m, 1H H-5C), 2,15, 2,09,
2,09, 2,05, 2,04, 2,01, 2,01, 2,00, 1,95, 1,89, 1,88, 1,87, 1,85, 1,85 (s, 3H, CHs Ac). *C RMN (126 MHz, CDCls):
170,8, 170,7, 170,6, 170,5, 170,3, 170,2, 170,1, 170,0, 169,9, 169,4, 169,3, 169,2, 167,6, 167,4, 138,8, 138,6, 138,3,
138,0, 137,2, 134,3, 133,4, 131,7, 131,3, 128,5, 128,2, 128,1, 128,0, 127,9, 127,8, 127,7, 127,4, 127,2, 126,8, 123,7,
123,5, 123,0, 98,6 (C-1D), 97,7 (C-1C, C-1D’), 97,3 (C-1E), 97,2 (C-1E"), 97,1 (C-1A, C-1B), 95,9 (C-1F), 77,7, 76,5,
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75,8, 75,0, 74,5, 74,3, 73,0, 72,8, 72,4, 71,7, 71,2, 70,7, 70,6, 70,4, 70,2, 70,0, 69,6, 69,0, 68,9, 68,8, 68,6, 68,3,
68,1, 65,5, 62,7, 62,4, 61,9, 61,7, 61,5, 61,2, 56,5, 55,7, 54,9, 54,4, 20,7, 20,6, 20,5, 20,4, 20,3.

[(2-acetamido- B-D-glucopiranosil)-(1 —2)-a-D-mannopiranosil]-(1 —6)-[di-(2-acetamido- B-D-glucopiranosil)-
(1—2)-(1—4) -a-D-mannopiranosil]-(1 —3)-B-D-mannopiranosil-(1 —4)-2-acetamido-3,6-di-O-bencil-2-desoxi- B-
D-glucopiranosil-(1 —4)-2-acetamido-1,3,6-tri-O-bencil-2-desoxi- B-D-glucopirandsido ( 13Clo) (22).

A una solucién del compuesto 20 (43 mg, 14,1 umol) en 2:1 de MeOH:DCM (300:150 pl), se le afiadi6 NaOMe (42 pl,
21,2 ul, 1,5 equiv.). Después de agitar 1 h a temperatura ambiente, se afiadieron MeOH (300 pl) y etilendiamina (300
ul) y la mezcla se calenté durante 3 ciclos de 30 min a 120 °C en un microondas. La mezcla se concentré a
sequedad usando tolueno y etanol. El residuo en bruto se purificé por columna Sephadex LH-20 (MeOH) para dar el
compuesto 21. El compuesto 21 se disolvié en MeOH (200 pl) a 0 °C y se afiadi6 anhidrido acético **C4. Después de
2 h, se afiadi6 EtOH y la mezcla se concentré y se purificd por columna Sephadex LH-20 (MeOH) para dar el
compuesto del titulo (11 mg, 40%, 2 etapas).

"H RMN (500 MHz, MeOD): 7,41-7,27 (m, 22H, H-arom), 7,19 (m, 3H, H-arom), 5,03 (m, 3H, H-1D, 2xCH; Bn), 4,85
(d, 3 = 12,0 Hz, 1H, 1xCHz Bn), 4,80 (d, J = 1,9Hz, 1H, H-1D’), 4,77 (d, J = 12,0 Hz, 1H, 1xCH> Bn), 4,68-4,57 (m,
6H, H-1C, H-1B, 4xCH, Bn), 5,50 (m, 2H, H-1E", H-1A), 4,46 (s, 2H, 2xCH; Bn), 4,43 (d, J = 8,3Hz, 1H, H-1E), 4,32
(d, 3 = 8. 3Hz, 1H, H-1F’), 4,13 (m, 1H, H-2D), 4,08 (m, 2H, H-3D, H-2C), 4,02 (m, 2H, H-4A, H-4B), 3,95-3,58 (m,
30H, H-2A, 2xH-6C, 2xH-6E, 2xH-6E", 2xH-6E’, 2xH-6D, 2xH-6D’, H-5D, H-2D’, H-2B, H-4C, H-3D’, 2xH-6B, 2xH-6A,
H-2E, H-4D, H-3B, H-2B, H-3A, H-2E’, H-5D’, H-4D’), 3,52-3,43 (m, 5H, H-5A, H-3E, H-3E’, H-3E", H-3C), 3,36 (m,
3H, H-5E", H-4E’, H-4E"), 3,33 (m, 2H, H-5B, H-4E), 3,26 (m, 1H, H-5E), 3,18 (m, 2H, H-5C, H-5F’), 2,14 (m, 4,5H,
13CH; Ac), 1,97 (dd, J = 6,4, 17,8 Hz, 3H, *CHs Ac), 1,89 (m, 4,5H, *CHs Ac), 1,72 (dd, J = 6,4, 17. 8Hz, 3H, "*CHs
Ac). °C RMN (126 MHz, MeOD, HSQC): 128,2-126,6, 101,6 (C-1E"), 100,5 (C-1E, C-1E"), 100,2 (C-1A), 100,0 (C-
1C, C-1B), 99,6 (C-1D), 97,1 (C-1D"), 82,0, 81,0, 80,4, 78,1,77,7, 76,5, 75,6, 75,2, 74,7, 73,9, 73,1,72,2, 70,3, 68,3,
67,6, 65,8, 61,2, 55,7, 54,6, 22,3 (**CHj).

Elongacién enzimatica

[B-D-galactopiranosil-(1 —4)-2-acetamido-2-desoxi- B-D-glucopiranosil-(1 —2)-a-D-mannopiranosil)-(1 —6)]-[B-
D-galactopiranosil-(1 —4)-2-acetamido-2-desoxi- B-D-glucopiranosil-(1 —2)-a-D-mannopiranosil-(1 —3)]-B-D-
mannopiranosil-(1 —4)-2-acetamido-2-desoxi- B-D-glucopiranosil-(1 —4)-2-acetamido-2-desoxi- a,B-D-
glucopiranosa (15). Una solucién (1 ml) de 14 (2,126 mg, 1,6 umol), sal disédica de uridina 5'-difosfo-a-D-galactosa
UDP-Gal (2,280 mg, 3,74 umol, 2,4 equiv.), alblmina sérica bovina BSA (1 mg), 200 mU de leche de vaca p-1,4-
galactosiltransferasa 2,4,4,22, 9,2 U de fosfatasa alcalina 3,1,3,1, y MnCl, (10 mM) en 770 ul de tampén Hepes (50
mM, pH = 7,4) se incub6 a 37 °C durante 18 h. La mezcla resultante se calent6 a 95 °C durante 5 min para precipitar
la enzima. Después de la centrifutlzjacién, el sobrenadante se purificé a través de un cartucho de grafito para dar el
compuesto del titulo (2,09, 78%). "H RMN (500 MHz, D,0) & 5,12 (d, J = 2,7 Hz, 0,6H, H-1 4.cicnac), 5,05 (d, J =1,4
Hz, 1H, H-14.1,3-man), 4,86 (d, J = 1,6 Hz, 1H, H-14.1,6-man), 4,66-4,59 (m, 0,4H, H-1 g.cicnac). 4,53 (dd, J = 15,9, 7,9 Hz,
3H, H-1ggicnac), 4,40 (dd, J = 7,8, 3,1 Hz, 2H, H-1g.ca), 4,18 (d, J = 2,7 Hz, 1H), 4,12 (dd, J = 3,3, 1,6 Hz, 1H), 4,08-
4,00 (m, 1H), 3,95-3,36 (M, 60H), 2,17-2,04 (m, 6H, Ac), 1,93-1,78 (m, 6H, Ac). Picos de *C RMN seleccionados del
experimento por HSQC (126 MHz, D20) & = 102,9 (C-1 g.ga), 101,3 (H-1 g-cicnac), 100,4 (C-1g-man), 99,6(C-La-1,3-Man),
99,5 (C-1 p.aienac), 97,1(C-1 a-1,6-man), 94,8(C-1 g-cicnac), 90,4 (C-La-cieNac).

[(2-acetamido-2-desoxi- B-D-glucopiranosil-(1 —2)-a-D-mannopiranosil)-(1 —6)]-[2-acetaido-2-desoxi- B-D-
glucopiranosil-(1 —2)-a-D-mannopiranosil-(1 —3)]-B-D-mannopiranosil-(1 —4)-2-acetamido-2-desoxi- B-D-
glucopiranosil-(1 —4)-[a-L-fucopiranosil-(1 —6)]-2-acetamido-2-desoxi- a,B-D-glucopiranosa (16). Una solucion
(2 ml) de 14 (3,030, mg, 2,28 pmol), sal disddica de guanosina 5'-difosfo-B-L-fucosa GDP-Fuc (1,760 mg, 2,77 umol,
1,2 equiv.), albimina sérica bovina BSA (1 mg), una a-1,6-fucosiltransferasa de nucleo (50 pl, 0,66 mg/ml) y MnCl.
(20 mM) en 770 pl de tampdn MES (80 mM, pH = 6,5) se incub6 a temperatura ambiente durante 18 h. La mezcla
resultante se calent6 a 95 °C durante 5 min para precipitar la enzima. Después de la centrifugacion, el sobrenadante
se purificd a través de un cartucho de grafito para dar el compuesto del titulo (2,73 mg, 82%).

"H RMN (500 MHz, D20) & 5,11 (d, J = 3,2 Hz, 0,6H, H-1 ¢-g,cnac), 5,04 (d, J = 1,8 Hz, 1H, H-1q.13.man), 4,88-4,79 (m,
2H, H-1g.1,6-Man, H-1ofuc), 4,64-4,55 (m, 0,4H+1H, H-1 g.cienac), 4,48 (d, J = 8,4 Hz, 2H, H-1 p.gicnac), 4,18 (d, I = 2,4
Hz, 1H), 4,11 (dd, J = 3,3, 1,6 Hz, 1H), 4. 09-3. 98 (m, 2H), 3,98-3,75 (m, 11H), 3,75-3,31 (m, 33H), 2,25-2,04 (m,
6H, Ac), 1,95-1,78 (m, 6H, Ac), 1,14 (dd, J = 6,6, 4,8 Hz, 3H, CHs Fuc). *C RMN seleccionado del experimento por
HSQC (126 MHz, D;0) & = 101,0 (C-1g-cicNac), 100,3 (C-1g-man), 99,6 (C-1 g.cicnac), 99,5 (C-La1-3-Man), 99,5 (C-Lla-ruc),
97,0(C-1q.1,6.|\/|an), 94,8 (C-l B'GICNAC). 90,4 (C'la-GlcNAc, 15,4 (CH3 FUC).

[B-D-galactopiranosil-(1 —4)-2-acetamido-2-desoxi- B-D-glucopiranosil-(1 —2)-a-D-mannopiranosil)-(1 —6)]-[B-
D-galactopiranosil-(1 —4)-2-acetamido-2-desoxi- B-D-glucopiranosil-(1 —2)-a-D-mannopiranosil-(1 —3)]-B-D-
mannopiranosil-(1 —4)-2-acetamido-2-desoxi- f-D-glucopiranosil-(1 —4)-[a-L-fucopiranosil-(1 —6)]-2-
acetamido-2-desoxi- a,B-D-glucopiranosa (17). Una solucién (0,5 ml) de 16 (1,836 mg, 1,6 umol), sal disddica de
uridina 5’-difosfo-a-D-galactosa UDP-Gal (2,210 mg, 3,62 umol, 2,9 equiv.), albimina sérica bovina BSA (1 mg), 200
mU de leche de vaca B-1,4-galactosiltransferasa 2,4,4,22, 9,2 U de fosfatasa alcalina 3,1,3,1, y MnCl, (10 mM) en
450 pl de tampdn Hepes (50 mM, pH = 7,4) se incubd a 37 °C durante 18 h. La mezcla resultante se calenté a 95 °C
durante 5 min para precipitar la enzima. Después de la centrifugacion, el sobrenadante se purificé a través de un
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cartucho de grafito, para dar el compuesto del titulo (1,80 mg, 80%).

'H RMN (500 MHz, D»0) & 5,11 (d, J = 3,1 Hz, 0,6H, H-1q.cicnac), 5,05 (d, J = 1,5 Hz, 1H, H-1g.1.3.man), 4,85 (s, 1H, H-
1 q-lVG-Man), 4,82 (t, J= 3,7 Hz, 1H, H-m.puc), 4,62 (d, ] = 7,9 Hz, 0,4H, H-1 B-GIcNAc), 4,59 (d, J=7,7Hz, 1H, H-1 B-GIcNAc),
4,51 (d, J = 7,7 Hz, 2H, H-1 ggicnac), 4,40 (dd, J = 7,8, 2,7 Hz, 2H, H-1g-ca), 4,18 (s, 1H), 4,12 (d, J = 3,3 Hz, 1H),
4,08-4,00 (m, 2H), 3,97-3,39 (m, 54H), 2,18-2,07 (m, 6H), 1,92-1,81 (m, 6H, Ac), 1,14 (dd, J = 6,6, 5,0 Hz, 3H, CH3
Fuc). Picos de 3C RMN seleccionados del experimento por HSQC (126 MHz, D,0) & = 102,9 (H-1 g-ga), 101,0 (H-1
p-GicNAc), 100. 4 (H-1 gman), 99,5 (H-1 pcienac), 99,5 (H-1a-1,3-Man), 99,3 (H-1a-Fuc), 96,8 (H-1a-1,6-man), 94,8 (H-1 p-cicnac),
90,4 (C-1a.gienac), 15,5 ‘CHs, Fuc).

Preparacion de patrones de glicano mono-galactosidados asimétricos Galactosilacién de 13Cg-GO(Bn 5)

El patrén 13'Cg.GO(Bn5) parcialmente desprotegido 13 (1,1 mg) se traté con B-1,4-galactosiltransferasa (200 mU) y
uridina difosfato galactosa (UDP-Gal, 1,25 equivalentes) en tampon HEPES 50 mM a pH 7,4, que contenia MnCl, 2
mM y BSA. Después de 1 h de reaccion a 37 °C, la fraccion proteica se precipité por calentamiento a 95 °C durante
5 minutos y se elimin6 por filtracion. Esta solucion se analizé directamente por UPLC-MS mostrando una conversion
del 23 % y del 26% en **Cg-G1°(Bns) y *Ce-G13(Bns) respectivamente. Esta reaccion puso aumentarse hasta el uso
de 10 mg de *Cs-GO(Bns) como aceptor.

La reaccién en bruto después de la precipitacion de proteinas a partir de la elongacién enzimatica de 10 mg de 13Ce-
GO(Bns) se evapord, y después los diferentes compuestos se purificaron por HPLC en una columna semi-
preparativa C18 en agua/ACN de fase inversa para producir los compuestos *Cg-G1°(Bns) (2,4 mg), *Cs-G1°(Bns)
(2,2 mg) y Ce-G2(Bns) (2,0 mg) en forma pura (en los que G1° y G1° representan los compuestos mono-
galactosilados respectivos y G2 el compuesto bis-galactosilado).

Ambos compuestos mono-galactosilados isoméricos se sometieron a hidrogendlisis en MeOH usando 1 atm de 3gas
H2 en un reactor de flujo H-Cube con un cartucho de Pd al 10%/C, obteniendo los N-glicanos marcados con 13¢ 13C,-
G1° (1,2 mg) y **Cs-G1° (1,1 mg) en forma pura.

Fucosilacién de **Cg-G1°

El compuesto Bce-G1° (1,1 mg) se traté con una a-1,6-fucosiltransferasa de ndcleo y guanosina difosfato fucosa
(GDP-Fuc, 1,10 equivalentes) en tamp6n MES 50 mM a pH 6,5, que contenia MgCl, 2 mM. Después de 18 h de
reaccion a 30 °C, la fraccion proteica se precipitd por calentamiento a 95 °C durante 5 minutos y se elimind por
filtracion. El glicano **Cg-G1°F se purificé con un cartucho de carbono grafitizado.

Galactosilacion de *Cg-GO(Bns)

El patrén 13'Cg-GO(Bn 5) parcialmente protegido (20 pg) se traté con B-1,4-galactosiltransferasa (200 mU) y uridina
difosfato galactosa (UDP-Gal, 6,0 equivalentes) en tampén HEPES 50 mM a pH 7,4, que contenia MnCl, 2 mM y
BSA. Después de 1 h de reaccion a 37 °C, la fraccidn proteica se precipitd por calentamiento a 95 °C durante 5
minutos y se elimind por filtracién. Esta solucién se analizé directamente por UPLC-MS mostrando una conversién
completa en *Cg-G2(Bns).

El compuesto bis-galactosilado 13Cg-GZ(an) (20 ug) se tratdé con B-1,4-galactosidasa de A. oryzae (15 mU) en
tampon fosfato/citrato 50 mM a pH 4,5 durante 18 h a 30 °C y la reaccién se interrumpié mediante la adicion de
MeOH (20 pl). Esta solucion se analizé directamente por UPLC-MS mostrando conversiones del 10% y del 46% en
los compuestos monogalactosilados *Cg-G1°(Bns) y *°Cs-G1°(Bns) respectivamente.

Preparacion de patrones de glicano  a-2,3-sililados asimétricos
Sililacién de *Cg-G2(Bns)

La reaccién se realizd a escala analitica a partir del 13Cs-GZ(Bn 5) biantenario bis-galactosilado preparado
previamente (10 nmol). Este compuesto se traté con 10 mU de a-2,3-sialiltransferasa de P multocida y acido N-
acetilneuraminico de citidina monofosfato (CMP-NeuNAc, 4 equivalentes) en tampén Tris.HCI 100 mM a pH 8,0, que
contenia MgCl, 20 mM a 37 °C durante 30 minutos. La reaccion se interrumpié mediante la adicion de MeOH (20 pl).
Esta solucién se analizé directamente por UPLC-MS mostrando una conversion del 46 % en el compuesto mono-
sialilado 13Cg-GZAl(Bn 5), separado en dos picos isoméricos (siendo estos los productos 3- y 6-mono-sililados
correspondientes), y una conversién del 32% en el compuesto bis-sialilado 13Cg-G2A2(Bn 5).

La reaccion se realizé a escala preParativa a partir de 13Cs-GZ(Bn 5) biantenario bis-galactosilado preparado
previamente. Una solucion (100 pl) de Cg-G2Bns (1,0 mg, 0,48 umol), sal del acido N-acetilneuraminico de citidina-
5’-monofosfo CMP-NeuAc (0,72 mg, 0,96 umol, 2 equiv.), 100 mU de a-2,3-Sialiltransferasa de Pasteurella multocida
2-4-99.4 y MgCl; (100 mM) en 500 pl de tampén Tris-HCI (1 M, pH = 8) se incubé a 37 °C durante 30 min. Se afadio
MeOH (500 pl) a la mezcla resultante para precipitar la enzima. Después de la centrifugacion, el sobrenadante se
purificé por HPLC en una columna semipreparativa C18 en agua/ACN de fase inversa para dar tres nuevos patrones
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de glicano marcado isotépicamente, los dos compuestos *Cs-G2A1(Bns) y **Cs-G2A2(Bns).
Sintesis de *Cg-G1A1°Bns

Una solucién (100 pl) de *Ce-G1%(Bns) (1,0 mg, 0,52 pmol), sal del acido N-acetiineuramininico de citidina-5'-

monofosfo CMP-NeuAc (0,78 mg, 1,04 umol, 2 equiv.), 100 mU de a-2,3-Sialiltransferasa de Pasteurella multocida 2-

4-99.4 y MgCl, (100 mM) en 500 ul de tampdn Tris-HCI (1 M, pH = 8) se incubé a 37 °C durante 30 min. Se afiadio

MeOH (500 pl) a la mezcla resultante para precipitar la enzima. Después de la centrifugacion, el sobrenadante se

Psurificc') pog HPLC en una columna semipreparativa C18 en agua/ACN de fase inversa obteniendo el compuesto
Cs-G1A1°(Bns) (0,68 mg, rendimiento del 59 %).

Preparacion de patrones de glicano  a-2,6-sililados

La reaccién se realizd a escala analitica a partir del 13Cs-GZ(Bn 5) biantenario bis-galactosilado preparado
previamente (5 nmol). Este compuesto se tratdé con 0,25 mU de a-2,6-sialiltransferasa humana y éacido N-
acetilneuraminico de citidina monofosfato (CMP-NeuNAc, 1-4 equivalentes) en tampon cacodilato 50 mM a pH 6,1,
que contenia MnCl; 2 mM a 37 °C durante 2-4 horas. La reaccion se interrumpié mediante la adicion de MeOH (20
ul). Esta solucién se analizé directamente por UPLC-MS y los resultados se presentan en la Tabla 3.

Preparacion de patrones de  N-glicano truncados

13Cs-GO(Bn 5) (3 mg) se traté con 100 mU de N-acetil glucosaminidasa de Conavalia ensiformis en tampén acetato
amoénico 50 mM a pH 4,5 a t.a. durante 6 h. La reaccion se interrumpid mediante la adicion de MeOH (20 pl). Esta
solucion se analizo directamente por UPLC-MS obteniendo conversiones del 20%, del 26% y del 25% de 13Cs-
MGn*(Bns), Ce-MGNn®(Bns) y *3Cs-Man3(Bns) respectivamente. Después de la purificacién por HPLC
semipreparativa, se obtuvieron los compuestos puros “Ce-MGn3(Bns) (2,2 mg), *Ce-MGn°(Bns) (2,0 mg) y **Cu-
Man3(Bns) (1,7 mg).

Los tres compuestos aislados se sometieron a hidrogendlisis en MeOH usando 1 atm de gas Hz en un reactor de
flujo H-Cube con un cartucho de Pd al 10%/C, obteniendo los N-glicanos marcados con °C **Cs-MGn® (1,2 mg) y
13C6-MGN°® (1,1 mg) y **C4-Man3 (0,7 mg) en forma pura.

Fucosilacion de **Cg-mon’

El compuesto 13Ce-MGn® (1,2 mg) se traté con una a-1,6-fucosiltransferasa de nicleo y guanosina difosfato fucosa
(GDP-Fuc, 1,10 equivalentes) en tampon MES 50 mM a pH 6,5, que contenia MgCl, 2 mM. Después de 18 h de
reaccion a 30 °C, la fraccion proteica se precipitdé por calentamiento a 95 °C durante 5 minutos y se elimind por
filtracion. El glicano 13Ce-MGNF se purificé con un cartucho de carbono grafitizado.

Galactosilacion del ndcleo triantenario parcialmente protegido 22

Una solucion (24 pul) de 22 triantenario (120 pg, 0,06 pumol), sal uridina 5’-difosfo-a-D-galactosa dis6dica UDP-Gal (55
Mg, 0,09 umol, 1,5 equiv.), 24 mU de -1,4-galactosiltransferasa de leche bovina 2.4.4.22 y MnCl, (10 mM) en 300 pl
de tampon HEPES (50 mM, pH = 7,4) se incubé a 37 °C durante 1 h. La mezcla resultante se calentdé a 95 °C
durante 5 min para precipitar la enzima. Después de la centrifugacion, el sobrenadante se analizé directamente por
UPLC-MS. Los siete productos galactosilados posibles se detectaron (tris, los tres bis y los tres mono), ademas del
material de partida no galactosilado.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la sintesis de un glicano marcado isotGpicamente para su uso como patrén interno de
espectrometria de masas, comprendiendo el método:

acilar una estructura de nucleo de oligosacarido con un agente de acilacion marcado isotépicamente, en donde la
estructura de nucleo de oligosacarido esta opcionalmente protegida con uno 0 mas grupos protectores, para
obtener una estructura de nicleo de oligosacarido marcada isotopicamente; y

derivar enzimaticamente el oligosacarido isotdpicamente marcado resultante para obtener el glicano marcado
isotépicamente.

2. El método de la reivindicacién 1, en el que la derivacion enzimatica comprende una etapa de hidrélisis enzimatica
para eliminar una unidad de azlcar terminal

ylo

en el que la derivacion enzimatica comprende una etapa de elongacion enzimatica con una glicosiltransferasa y un
donante de azlcar adecuado, opcionalmente en el que la etapa de elongacién enziméatica incorpora una unidad de
azucar que esta marcada isotépicamente.

3. El método de la reivindicacion 1 o de la reivindicacién 2, en el que la estructura de nucleo de oligosacarico
marcada isotopicamente esta protegida con uno o mas grupos protectores durante la derivacién enzimatica,
opcionalmente en el que la estructura de nucleo de oligosacarido marcado isotépicamente esta protegida con uno o
mas grupos bencilo opcionalmente sustituidos.
4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la estructura de nlcleo de oligosacarido
comprende un motivo disacarido, comprendiendo el motivo de disacarido una primera unidad de monosacarido y una
segunda unidad de monosacarido, en el que al menos una de la primera unidad de monosacarido y/o la segunda
unidad de monosacarido comprende un grupo amino y se produce acilacién en el grupo o grupos amino.
5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la estructura de ndcleo de oligosacarido
comprende un motivo disacarido, comprendiendo el motivo de disacarido una primera unidad de monosacarido y una
segunda unidad de monosacérido, en el que la primera unidad de monosacérido se selecciona de entre:

GIcN, GalN, ManN, FruN, FucN, Mur o Neu;
y la segunda unidad de monosacarido se selecciona de:

Glc, Gal, Man, Rha, Fru, Fuc, GIcN, GalN, ManN, FruN, FucN, Mur, Neu, GlcNAc, GalNAc, ManNAc, FruNAc,
FucNAc, MurNAc, NeuNAc, acido sialico o inositol;

en el que la primera unidad de azucar de monosacarido y la segunda unidad de azicar de monosacarido estan
conectadas en la secuencia:

primer monosacarido - segundo monosacarido; o
segundo monosacarido - primer monosacarido.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, comprendiendo el método hacer reaccionar una
estructura de nucleo de oligosacéarido que comprende un motivo seleccionado de:

GIcN-GIcN
Gal-GalN
GalN-GIcN
con un agente de acilacién marcado isotdpicamente;
comprendiendo el método opcionalmente hacer reaccionar una estructura de nicleo de oligosacarido que
comprende el motivo:
Man-GIcN-GIcN
con un agente de acetilacion marcado isotopicamente para obtener un oligosacarido que comprende el motivo:

Man-GIcNAc*-GIcNAc*

en el que Ac* es un grupo acetilo marcado isotépicamente.
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7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, comprendiendo el método hacer reaccionar un
oligosacarido de férmula (A) con un agente de acetilacion marcado isotépicamente en condiciones adecuadas para
formar una estructura de nicleo de oligosacarido marcada isotopicamente de formula (B):

(A)

A i
(B) ¢

en las que:

cada R'es independientemente H o un grupo protector;

10 R’ es mdependlentemente H o un grupo protector;
cada R® independientemente es H, un grupo protector o (Sac)m en donde
cada Sac es una unidad de monosacarido y m es un nimero entre 1y 5;

opcionalmente en el que el método comprende hacer reaccionar un oligosacarido de férmula (C) con un agente de

15 acetilacion marcado isotépicamente en condiciones adecuadas para formar una estructura de nucleo de
oligosacarido marcada isotopicamente de férmula (D):
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R0 .
NH RO o
Ac* R30 .
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Ac* RBOR 0 AC'* Act
3 NH 3 (D)

en las que:

cada R' es independientemente H o un grupo protector;

R’ es independientemente H o un grupo protector;

cada R® es independientemente H, un grupo protector o (Sac)m en donde

cada Sac es una unidad de monosacarido y m es un namero entre 1y 5; y/o

opcionalmente en las que R? es H; opcionalmente en la que cada R* es bencilo, R? es H y cada R® es H.

8. El método segln la reivindicacion 6 o la reivindicacion 7, en el que el agente de acetilacion marcado
isotopicamente es anhidrido acético isotopicamente marcado; opcionalmente en el que el agente de acetilacion
marcado isotépicamente se selecciona de:

(**CHs'¥Cc=0),0, (**CH3C=0),0, (CH3**C=0),0, (CDsC=0),0, (**CDs"*C=0),0, (**CD3C=0),0 o (CDs*C=0),0.

9. El método segun la reivindicacion 6 o la reivindicacién 7, en el que cada Ac* se selecciona de entre -
(**c=0)"3CHs, -(C=0)"*CHs, -(**C=0)CHs, -(C=0)CDs, -(**C=0)"*CDs, -(C=0)"*CD3, -(**C=0)CDs, -(**C=0)*CHs, -
(C=0)""CHs, -(**C=0)CHa, -(C=""0)CHs o0 -(C="0)CHs.

10. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el método comprende ademas la
formacion de una oxazolina en una posicion anomérica libre de una unidad de acetil-hexosamina en el oligosacéarido
marcado isotopicamente

ylo

en donde el método comprende ademas la glicosilacién de un péptido, un lipido o una proteina para obtener un
glicopéptido marcado isotopicamente, un peptidoglicano, un glicolipido, una glicoproteina que comprenden el
oligosacarido marcado isotopicamente.

11. Un glicano que comprende un motivo seleccionado de entre:
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Man-GlcNAc*-GlcNAc*

Gal-GalNAc*

C C*

GlcNAc*-GalNAc*

GIcNAG*

GloNac— T

en el que cada Ac* esta marcado isotopicamente; opcionalmente en el que el motivo es:
Man-GIcNAc*-GIcNAc*;

opcionalmente en donde el glicano comprende el motivo:

GlcNAc*-Man ~

Man-GlcNAc*-GlcNAc*
GlcNAc*-Man —"

en el que cada Ac* estd marcado isotépicamente.

12. El glicano de la reivindicacién 11, en el que cada Ac* se selecciona de entre -(**C=0)"*CHs, -(C=0)"*CHs, -
(**C=0)CHs, -(C=0)CDs, -(**C=0)"*CD3, -(C=0)*3CDs, -(**C=0)CD3s, -(**C=0)*CHs, -gc=0)1“CH3, -(**C=0)CHs, -
(C=""0)CHs, -(*C="0)CHs, -(C=''0)"*CHs, -(**C=''0)"°CHs;, -(C=""0)CHs, -(**C='°0)CHs;, -(C="°0)"*CHs, -
(**c="%0)"*CHj3; opcionalmente en donde el glicano comprende una o mas unidades de monosacarido adicionales.

13. Un método para identificar un glicano en una muestra, comprendiendo el método la adicion de un patron
etiguetado, que comprende un glicano marcado isotépicamente de acuerdo con la reivindicacion 11 o la
reivindicacion 12, a la muestra para obtener una muestra dopada y analizar la muestra dopada usando
espectrometria de masas;

opcionalmente en el que se afiade una cantidad conocida del glicano marcado isotépicamente a la muestra de tal
manera que el glicano en la muestra se puede cuantificar por comparacion de la intensidad relativa de los picos de
iones asociados al glicano del analito y al glicano marcado isot6picamente.

14. El método de la reivindicacién 13, comprendiendo el método:

(i) seleccionar un patrén etiquetado que comprende uno o mas glicanos marcados isotépicamente;

(i) afiadir el patron etiquetado a la muestra para obtener una muestra dopada,;

(i) analizar la muestra dopada usando espectrometria de masas para obtener picos de iones;

(iv) comparar la identidad y la intensidad de los picos de iones asociados al patron etiquetado con los picos de
iones adicionales en el espectro de la muestra dopada.

15. El método de la reivindicacion 14, en el que el patron etiquetado comprende una pluralidad de isotopélogos
marcados isotépicamente de mayor peso molecular del glicano del analito, y en donde la etapa (iv) del método
incluye las siguientes etapas:

(a) correlacionar las intensidades relativas de los picos de iones asociados a cada isotop6logo marcado
isotépicamente de mayor peso molecular (lj*) con la abundancia conocida de ese glicano en el patron (m;*) para
obtener Ij como una funcién lineal de my;

(b) calcular opcionalmente el coeficiente de determinacién R? para la correlacion y descontar el pico iénico mas
abundante si el valor R? es mayor que un valor predeterminado;

(c) repetir opcionalmente una o mas veces la etapa (ii);

(d) usar dicha funcién para calcular la cantidad de un isotopdlogo no marcado isotépicamente del glicano del
analito;

(e) usar opcionalmente la cantidad total de este isotop6logo no marcado isotopicamente del glicano del analito
para determinar la cantidad total del glicano del analito presente;

opcionalmente en donde el método comprende ademas derivar el glicano o glicanos antes del andlisis de la muestra
dopada;
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ylo

opcionalmente en donde la espectrometria de masas es MALDI-ToF, ESI-ToF de infusién directa o LC-MS;

ylo

opcionalmente en donde el método comprende ademas la fragmentacion por espectrometria de masas en tandem
durante el analisis usando espectrometria de masas.

16. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 15, en el que el glicano en la muestra es un glicano
liberado de una glicoproteina recombinante o de un anticuerpo y/o en el que el glicano en la muestra es un
biomarcador asociado a una enfermedad o un trastorno médico o a un proceso biolégico.

17. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 16, comprendiendo el método ademas correlacionar la
presencia o la cantidad de uno o mas glicanos como un indicador de una enfermedad o un trastorno médico o de un
proceso bioldgico;

opcionalmente en donde la enfermedad o el trastorno médico se seleccionan de entre cancer, un trastorno
cardiovascular, una enfermedad inflamatoria de la piel, diabetes mellitus, un trastorno gastrointestinal, un trastorno
hepéatico, anemia, una enfermedad o un trastorno inmunolégicos, enfermedad autoinmune, artritis, incluyendo artritis
reumatoide, una enfermedad infecciosa, nefropatia, un trastorno neurolégico, un trastorno pulmonar o un trastorno
congénito de la glicosilacion.

18. Un glicano marcado isotopicamente de acuerdo con la reivindicacion 11 o la reivindicacién 12 para su uso en un
método de diagndstico, comprendiendo el método:

(i) obtener una muestra sospechosa de contener un glicano asociado a una enfermedad o un trastorno de un
paciente;

(ii) seleccionar un patrén etiqguetado que comprende un glicano marcado isotépicamente correspondiente al
glicano asociado a la enfermedad o al trastorno;

(i) afiadir el patron etiquetado a la muestra para obtener una muestra dopada;

(iv) analizar la muestra dopada usando espectrometria de masas para obtener picos de iones;

(v) comparar la identidad y la intensidad de los picos de iones asociados al patron etiquetado con los picos de
iones adicionales en el espectro de la muestra dopada para identificar, y opcionalmente cuantificar, la presencia
de uno o mas glicanos en la muestra;

(vi) usar la presencia de dichos uno 0 mas glicanos para diagnosticar la enfermedad o el trastorno;

opcionalmente en donde la enfermedad o el trastorno médico se seleccionan de entre cancer, un trastorno
cardiovascular, una enfermedad inflamatoria de la piel, diabetes mellitus, un trastorno gastrointestinal, un trastorno
hepatico, anemia, una enfermedad o un trastorno inmunoldgicos, enfermedad autoinmune, artritis, incluyendo artritis
reumatoide, una enfermedad infecciosa, nefropatia, un trastorno neurolégico, un trastorno pulmonar o un trastorno
congénito de la glicosilacion.

19. Un kit para identificar un glicano en una muestra, comprendiendo el kit:

(a) un patrén etiquetado, comprendiendo el patrén etiquetado uno o mas glicanos marcados isotopicamente de
acuerdo con la reivindicacion 11 o la reivindicacién 12; y

(b) instrucciones para dopar una muestra sospechosa de contener un glicano con el patrén etiquetado para
obtener una muestra dopada y analizar la muestra dopada usando espectrometria de masas; opcionalmente en
donde las instrucciones incluyen datos de espectrometria de masas para el patron etiquetado

ylo

opcionalmente en donde las instrucciones incluyen la etapa de comparar los picos de iones asociados al patron
etiquetado con los picos de iones adicionales en el espectro de masas.
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