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DESCRIPCION
Materiales calibradores de tipo dendrimeros sintéticos ajustados para espectrometria de masas.

Antecedentes

1. Campo

La presente descripcion se refiere a moléculas dendriticas que tienen una estructura ramificada en serie en la
que por lo menos una de las ramas posee una segunda estructura de ramificacion. La presente descripcion
también comprende métodos para la preparacion de dichas moléculas dendriticas, su uso como materiales
calibradores (“calibrants”) para espectrometria de masas (MS) de desorcidn/ionizacion por laser asistida por
matriz acoplada a un analizador de tiempo de vuelo (MALDI-TOF), para ionizacion por electropulverizacion (ESI-
MS), para ionizacion quimica a presion atmosférica (APCI-MS), para bombardeo con atomos rapidos (FAB-MS),
y otras técnicas de MS para el analisis de compuestos con pesos moleculares mayores que 1000 Daltons.

2. Descripcién de la técnica relacionada

La espectrometria de masas (MS) es una técnica analitica para determinar la composicién elemental de
muestras (por ejemplo, proteinas, compuestos quimicos, etc.). También se puede usar para determinar las
estructuras quimicas de tales muestras. En general, la MS comprende ionizar una muestra para generar
moléculas cargadas (y sus fragmentos), y medir sus relaciones de masa a carga.

La espectrometria de masas de tiempo de vuelo (TOF-MS) es un método en el cual los iones son acelerados por
un campo eléctrico en una region libre de campo con una energia cinética de gV, en la que g es la carga del ion y
V es el voltaje aplicado. Puesto que la energia cinética de cada ion es %mv?, en la que meslamasay vesla
velocidad, los iones mas ligeros tienen una velocidad mayor que los iones mas pesados. De este modo, los iones
mas ligeros alcanzan el detector al final de la region de deriva mas pronto que los iones mas pesados. La
desorcion/ionizacién por laser asistida por matriz (MALDI) es una técnica de ionizacion usada en espectrometria
de masas, que facilita el andlisis de biomoléculas (por ejemplo, proteinas, péptidos, y azucares) y moléculas
organicas grandes (por ejemplo, polimeros y otras macromoléculas). La ionizacion por electropulverizacion (ESI)
es una técnica de ionizacion a presion atmosférica mediante la cual un analito, disuelto en un disolvente volatil
(por ejemplo, acetonitrilo, CH3OH, CHsCl, agua, etc.), es forzado a través de un capilar pequefio cargado
(habitualmente metalico). El analito sale como un ion en disolucién, y a medida que la muestra es forzada a salir
del capilar forma un aerosol. Esto aumenta la distancia entre las particulas del analito cargadas de forma similar.
A menudo se usa un portador gaseoso inerte (por ejemplo, nitrdgeno) para evaporar el disolvente de las gotitas.
A medida que el disolvente se evapora, las moléculas del analito cargadas se aproximan mas entre si. Al mismo
tiempo, sin embargo, la carga similar en las moléculas del analito las fuerza a separarse. Este proceso de
contraccion y expansion se repite hasta que la muestra esta libre de disolvente y es un ion solitario. El ion
solitario contindia entonces hacia el analizador de masas.

La ionizacion quimica a presion atmosférica (APCI) es también una técnica de ionizacion a presion atmosférica,
mediante la cual una disolucion de la muestra que pasa a través de un tubo caliente (por ejemplo, mayor que
400°C) se volatiliza y se somete a una descarga de corona con la ayuda de una nebulizacion de nitrégeno. La
APCI es una variante de la ESI, y se puede llevar a cabo en una fuente de ESI modificada. Los iones, producidos
por la descarga, son extraidos en el espectrometro de masas. Esta técnica es la mejor para disolventes
semivolatiles, relativamente polares, y se puede usar como una interfaz de cromatografia de liquidos-
espectrometria de masas (LC-MS), debido a que puede alojar caudales muy elevados de liquidos (por ejemplo, 1
ml/min.). Los espectros de APCI-MS contienen habitualmente el ion cuasimolecular [M + H]".

El bombardeo con atomos rapidos (FAB) emplea un haz de alta energia de atomos neutros, tipicamente xenén o
argon, que chocan contra una muestra solida (analito mezclado con matriz) a vacio para provocar la desorcion e
ionizacién. Las matrices habituales incluyen glicerol, tioglicerol, alcohol 3-nitrobencilico (3-NBA), éter 18-corona-
6, éter 2-nitrofeniloctilico, sulfolano, dietanolamina, y trietanolamina. EI FAB se usa para moléculas bioldgicas
grandes que son dificiles de introducir en la fase gaseosa. El haz de alta energia es producido acelerando iones
a partir de una fuente i6nica a través de una celda de intercambio de cargas. Esos iones acumulan un electrén a
través de colisiones con atomos neutros, para formar un haz de atomos de alta energia. Debido a que los
espectros de FAB contienen a menudo solamente unos pocos fragmentos, y una sefal para el pseudo ion
molecular (por ejemplo, [M + H]*, [M + NaJ"), es til para determinar pesos moleculares. La regién de pequefia
m/z, sin embargo, esta poblada habitualmente de sefales de la matriz.

A fin de calibrar espectrometros de masas para un intervalo de trabajo analitico, incluyendo la caracterizacion y
determinacion estructural de proteinas, péptidos, oligonucleétidos, y polimeros sintéticos, se requieren materiales
calibradores conocidos de un conjunto diverso de pesos moleculares.
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Se puede hacer también mencién del trabajo de Chikh L. et al (Macromolecules, 2008, 41, 23, 9044-9050), que
sin embargo se refiere a polimeros hiperramificados, que difieren significativamente de los dendrimeros: no son
un conjunto de especies bien definidas, no son simétricos, y no son monodispersos.

Tipicamente, se han usado proteinas y péptidos debido a su monodispersidad (solo esta presente un peso
molecular Unico y exacto en una muestra pura) y a su disponibilidad a partir de fuentes bioldgicas. Los ejemplos
incluyen: bradiquinina, hormona adrenocorticotrépica, cadena B de la insulina, citocromo c, apomioglobina,
albumina, aldolasa, y angiotensina Il. Sin embargo, la produccién - y particularmente la purificacion - de tales
patrones consume tiempo y es técnicamente complicada, conduciendo a un gasto bastante elevado para
cantidades de gramos. Ademas, tales patrones tienen un tiempo de vida inherentemente pobre debido a la
inestabilidad enzimatica y la sensibilidad a acidos.

A partir de la solicitud de patente US 2005/112635, se conoce un ejemplo de la fabricaciéon de un Unico patrén de
cuantificacion, que describe patrones de cuantificacion internos para espectroscopia de masas que comprenden
un dendrimero PAMAM de un Unico peso molecular. Tales dendrimeros de un Unico peso molecular son también
conocidos desde Annby U et al. (Tetrahedron Lett. 1998, 39, 20, 3217-3220).

Los polimeros sintéticos ofrecen una alternativa mucho mas barata, pero existen como una distribucién amplia de
pesos moleculares debido a que se preparan usando una reaccion relativamente no mediada entre unidades
monoméricas individuales (en comparacion con las sintesis biolégicas) que inevitablemente da como resultado
una distribucién estadistica de pesos moleculares. Esta distribucion amplia de pesos moleculares se observa
tipicamente en espectros de masas como una serie gaussiana de picos, separados uniformemente como
multiplos de la masa monomeérica. Sin embargo, el desarrollo de sintesis eficientes de dendrimeros ofrece la
union del coste aumentable en escala barato de los materiales sintéticos con el tradicional peso molecular exacto
asociado con materiales biosintetizados.

Se conocen dos rutas sintéticas opuestas para la preparacion de dendrimeros “verdaderos” (moléculas muy
ramificadas con un grado elevado de regularidad estructural).

El primer enfoque - el enfoque divergente - implica primeramente el acoplamiento de un monémero ramificado a
una molécula central, produciendo un intermedio, y después la “activacion” del intermedio para producir una
nueva molécula mas grande, con un nimero mayor de funcionalidades superficiales. La repeticién de estas dos
etapas conduce al crecimiento hacia fuera, capa a capa, de moléculas dendriticas que tienen un tamafio
exponencialmente creciente.

El segundo enfoque - el enfoque convergente - implica grupos periféricos que se juntan via una unidad
monomérica, produciendo “cufias” o “dendrones”. Dos de estos dendrones se pueden acoplar con una molécula
monomeérica adicional para obtener un dendrén mas grande, y el crecimiento continda hacia dentro, capa a capa,
hasta el acoplamiento a un nucleo.

Tipicamente, las técnicas divergentes son técnicamente simples: un gran exceso de una molécula pequefia
reacciona con la molécula que crece, y entonces se elimina (por ejemplo, mediante destilacién), proporcionando
una sintesis relativamente eficiente desde el punto de vista del coste y aumentable en escala. Sin embargo, con
las técnicas divergentes, el nimero de reacciones de acoplamiento aumenta exponencialmente con cada
generacion. En consecuencia, los dendrimeros con impurezas estructurales menores son casi inevitables y no se
pueden eliminar facilmente (por ejemplo, cuando n es un numero grande, el producto de n reacciones de
acoplamiento tiene propiedades fisicas casi idénticas al producto de n - 1 acoplamientos). El resultado son
materiales muy poco definidos para aplicaciones tales como la calibracién de los MS.

Las técnicas convergentes tienen la ventaja clara de que cada acoplamiento implica un ndmero pequefio y
constante de reacciones (habitualmente 2 o 3 reacciones). De este modo, con las técnicas convergentes, las
reacciones se pueden llevar hasta su terminacion, y cualesquiera impurezas generadas mediante reacciones
secundarias son detectadas (puesto que n es pequefio) y eliminadas facilmente. Pero mientras los materiales
producidos con las técnicas convergentes estan bien definidos, su sintesis es exigente. Esto previene su uso
comercial para practicamente las aplicaciones de especialidad.

El problema técnico que subyace a la presente descripcion fue por lo tanto superar estas dificultades de la
técnica anterior proporcionando materiales calibradores monodispersos con un tiempo de vida mejorado, a un
coste menor, y a lo largo de un intervalo amplio de pesos moleculares. La soluciéon a este problema técnico se
proporciona mediante las formas de realizacién caracterizadas en las reivindicaciones.

Breve sumario
La presente descripcion se refiere a moléculas dendriticas - dendrimeros - Utiles para la calibracion de

instrumentos de espectrometria de masas, y particularmente Utiles en técnicas de espectrometria de masas
MALDI-TOF, ESI, APCI, y FAB, y cualquier técnica adicional usada para el analisis de masas de materiales con
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pesos moleculares por encima de 1000 daltons. La presente descripcion también se refiere a métodos para
sintetizar tales dendrimeros, asi como métodos para usarlos.

En un aspecto, la descripcidn se refiere a materiales calibradores sintéticos. Los materiales calibradores
sintéticos de la presente descripcion son moléculas dendriticas - dendrimeros - sintetizadas (“generadas”) via
“dendronizacion” de una molécula central terminada en hidroxilo, y, opcionalmente, una etapa de “desproteccion”
subsiguiente. También opcionalmente, las etapas de dendronizacién y desproteccion se pueden llevar a cabo
multiples veces (en las que cada etapa de desproteccion sigue a una etapa de dendronizacion, y en las que cada
etapa de dendronizacién después de la primera etapa de dendronizacién sigue a una etapa de desproteccion)
para producir dendrimeros de tamafos conocidos y Utiles. Los productos dendriméricos de cada ronda de
dendronizacién/desproteccion son parte de la misma “generacion”. Por ejemplo, la primera etapa de
dendronizacién llevada a cabo con una molécula central produce una primera generacion, o dendrimero “G-1".
Igualmente, la siguiente etapa de desproteccion llevada a cabo sobre el dendrimero G-1 resultante también
produce un dendrimero de primera generacion. Sin embargo, la etapa de dendronizacion después de la etapa de
desproteccion G-1 conduce a una segunda generacion, o dendrimero “G-2”. De este modo, cada ronda de
dendronizacién y desproteccion produce productos dendriméricos de la misma “generacion”. En la presente
invencion, la descripcion se refiere a una mezcla de dendrimeros de diferentes pesos moleculares, y
especialmente a una mezcla con una proporciéon especifica (por ejemplo, una mezcla equimolar) de dichos
dendrimeros. En particular, la presente descripcion se refiere a una mezcla de dendrimeros sintetizados en
paralelo, en la que cantidades equimolares de moléculas centrales que poseen numeros diferentes de
funcionalidades alcohdlicas se mezclan juntas y se someten a por lo menos una ronda de dendronizacion.
Opcionalmente, la mezcla resultante se puede someter a varias rondas de dendronizacién y desproteccion para
producir mezclas dendriméricas de tamafios conocidos y utiles, a lo largo de un amplio espectro de pesos
moleculares. En cada una de estas mezclas, los dendrimeros son de la misma generacion, y todos ellos son
utiles en espectrometria de masas. Adicionalmente, debido a que los grupos terminales se pueden modificar
mediante dendronizacion y desproteccion, los dendrimeros de la presente descripcion poseen una elevada
solubilidad en casi todo el espectro completo de disolventes, matrices y analitos Utiles para MS. En
consecuencia, los dendrimeros de la presente descripcion son utiles como materiales calibradores internos (es
decir, se pueden mezclar directamente con el analito y matriz durante la preparacion de la muestra).

En una forma de realizacién, se proporciona una composicién de dendrimeros que comprende una mezcla de
dendrimeros de diferentes pesos moleculares de formula (Nucleoy) (D/M)y, o una forma tautomérica de la misma,
o una sal de la misma, o un solvato de la misma, en la que x es un nimero entero de 3 a 6, y en la que:

A) El Nucleoy representa cualesquiera combinaciones de:

A1)

cuando x = 3;

A.2)

cuando x = 4;

A.3)
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N R

1{0\/%/0};

cuando x = 5;

A.4)

cuando X = 6;y

B) D representa

(@]
R3
O/
X
?
R? ;
C) M representa R', o R%,, en el que:
C.N)R'es:
]
O
X
O
y
C2)R%es
@]
OH
X
OH
y
D) ResDo M;
E)res p-1;
F)pes2™;

G) n es un numero enterode 1 a 10; y
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H) X se selecciona del grupo que consiste en (CQ2).CQ3 y CH>-O-CH>-Ph, en el que Q representa,
independientemente, H o halégeno, Ph representa fenilo, y a es un nimero entero de 0 a 16.

En una forma de realizacién, se proporciona una composicién de dendrimeros que comprende una mezcla de
dendrimeros de diferentes pesos moleculares de formula (Nucleo,)(D/M)y, o una forma tautomérica de la misma,
o una sal de la misma, o un solvato de la misma, en la que x es un nimero entero de 3 a 6, y en la que:

A) El Nucleoy representa cualesquiera combinaciones de:

A1)

cuando x = 3;

A.2)

cuando x = 4;

A.3)

cuando x = 5;y

A4)
<
1{0 o 0}1

cuando x = 6;

B) D representa

RS

3
o—R

R3
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C) M representa R', o R%,, en el que:

C.1)R'es:

QO/\©

C2)R%es

OH

OH

y
D) ResDo M;
E)res p-1;
F)pes3™"y
G) n es un numero entero de 1 a 10.

En una forma de realizacion, A.1, A.2, A3, y A.4 de las composiciones dendriméricas estan presentes en
cantidades equimolares. En cualquier forma de realizacion, A.1, A2, A3, y A4 estan enriquecidos
isotopicamente. En otra forma de realizacion, A.1, A2, A3, A4, B1, B2, y R? estan enriquecidos
isotépicamente. En otra forma de realizacion, el enriquecimiento isotépico es enriquecimiento isotépico con 2c.

En una forma de realizacién, se proporciona un método para fabricar una composicion de dendrimeros, que
comprende las etapas de: a) proporcionar una combinacion de nucleos seleccionados del grupo que consiste en
1,1,1-trishidroxietiimetano, pentaeritritol, xilitol, y dipentaeritritol; b) someter la combinaciéon de nucleos a una
ronda de dendronizacién; c) opcionalmente, y subsiguientemente, someter la combinacién de nucleos a una
ronda de desproteccion; d) opcionalmente, y subsiguientemente, repetir las etapas b) y c); y opcionalmente, y
subsiguientemente, repetir la etapa d), para lograr de ese modo la composicion de dendrimeros deseada. En un
aspecto de esta forma de realizacion, la combinacién de nucleos es la combinacion de 1,1,1-trishidroxietiimetano,
pentaeritritol, xilitol, y dipentaeritritol. En otro aspecto de esta forma de realizacion, la combinacién de 1,1,1-
trishidroxietiimetano, pentaeritritol, xilitol, y dipentaeritritol es equimolar. En un aspecto de esta forma de
realizacion, la etapa b) de dendronizacién comprende usar monémero de anhidrido de acido bis(5-metil-2-fenil-
1,3-dioxano-5-carboxilico). En otro aspecto de esta forma de realizacion, la etapa b) comprende usar el
compuesto de Férmula 1 (mas abajo).

En una forma de realizacion, se proporciona un método para calibrar un espectréometro de masas, usando por lo
menos una mezcla de dendrimeros de la presente descripcion, comprendiendo el método: proporcionar por lo
menos una mezcla de dendrimeros de la presente descripcion, en la que dichos dendrimeros tienen ciertas
propiedades fisicas; ionizar dicha mezcla de dendrimeros para proporcionar uno o mas iones de dicha
combinacion de dendrimeros; recoger datos de dichos iones; y relacionar dichos datos con dichas ciertas
propiedades fisicas.

En una forma de realizacion, se proporciona un método para determinar las propiedades fisicas de una muestra,
comprendiendo el método: proporcionar por lo menos una mezcla de dendrimeros de la presente descripcién, en
la que dichos dendrimeros tienen ciertas propiedades fisicas de los dendrimeros; proporcionar una muestra;
combinar por lo menos una porcion de la muestra con por lo menos una porcién de dicha mezcla; ionizar la
muestra y la mezcla de dendrimeros en tdndem para proporcionar uno o mas iones de dichos dendrimeros, y
uno o mas iones de dicha muestra; recoger datos de dichos iones de dicha mezcla de dendrimeros y uno o mas
iones de dicha muestra; y relacionar dichos datos con dichas ciertas propiedades fisicas de dicha mezcla de
dendrimeros, determinando de ese modo dichas propiedades fisicas de la muestra.
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En un aspecto adicional, la descripcidn se refiere a un método para fabricar materiales calibradores sintéticos -
dendrimeros - via dendronizacion de la mezcla de moléculas centrales terminadas en hidroxilo, y, opcionalmente,
una etapa de desproteccion subsiguiente. En una forma de realizacion preferida, las etapas de dendronizacion y
desproteccion se pueden llevar a cabo multiples veces (en las que cada etapa de desproteccion sigue a una
etapa de dendronizacion, y en las que cada etapa de dendronizacion después de la primera etapa de
dendronizacién sigue a una etapa de desproteccion) para producir dendrimeros de tamafios conocidos vy utiles.
Cada etapa de dendronizacion y desproteccion que sigue a la primera etapa de dendronizaciéon es opcional.
Cada etapa de dendronizacién y cada etapa de desproteccion produce un dendrimero nuevo y util de la presente
descripcion. En particular, la presente descripcion se refiere a un método para fabricar una mezcla de materiales
calibradores sintéticos - dendrimeros - en paralelo, en la que cantidades equimolares de moléculas centrales que
poseen numeros diferentes de funcionalidades alcohdlicas se mezclan juntas y se someten a por lo menos una
ronda de dendronizacién. Opcionalmente, la mezcla resultante se puede someter a varias rondas de
dendronizacion y desproteccion para producir mezclas de dendrimeros de tamarios conocidos y utiles, a lo largo
de un amplio espectro de pesos moleculares. En cada mezcla resultante, los dendrimeros son de la misma
generacion, y todos ellos son utiles en espectrometria de masas.

En todavia otro aspecto, la descripcidn se refiere a un método para calibrar un espectrometro de masas usando
una mezcla de dendrimeros de la presente descripcion, comprendiendo el método: 1) proporcionar una mezcla
de dendrimeros de la presente descripcion, en la que dichos dendrimeros tienen ciertas propiedades fisicas; 2)
ionizar dichos dendrimeros para proporcionar uno o mas iones de dichos dendrimeros; 3) recoger datos de
dichos uno o mas iones; y 4) relacionar dichos datos con dichas ciertas propiedades fisicas. En una forma de
realizacion preferida, la descripcion se refiere a un método para determinar ciertas propiedades fisicas de una
muestra, comprendiendo el método: 1) proporcionar una mezcla de dendrimeros de la presente descripcion, en
la que dichos dendrimeros tienen ciertas propiedades fisicas de los dendrimeros; 2) proporcionar una muestra,
en la que dicha muestra tiene ciertas propiedades fisicas de la muestra; 3) combinar por lo menos una porcién de
la muestra con por lo menos una porcion de los dendrimeros; 4) ionizar la muestra y la mezcla de dendrimeros
en tandem para proporcionar uno o mas iones de dichos dendrimeros, y uno o mas iones de dicha muestra; 5)
recoger datos de dichos uno o mas iones de dichos dendrimeros y uno o mas iones de dicha muestra; y 6)
relacionar dichos datos relacionados con las ciertas propiedades fisicas de la mezcla de dendrimeros.

Breve descripcion de los dibujos
Para una comprension adicional de la naturaleza, objetos, y ventajas de la presente descripcion, se deberia
hacer referencia a la siguiente descripcion detallada, conjuntamente con los siguientes dibujos, en los que

numeros de referencia similares representan elementos similares.

La figura 1 es un diagrama esquematico que muestra la sintesis de materiales calibradores “C-3”
trifuncionales de la presente descripcion.

La figura 2 es un diagrama esquematico que muestra la sintesis de materiales calibradores “C-4”
tretrafuncionales de la presente descripcion.

La figura 3 es un diagrama esquematico que muestra la sintesis de materiales calibradores “C-5"
pentafuncionales de la presente descripcion.

La figura 4 es un diagrama esquematico que muestra la sintesis de materiales calibradores “C-6”
hexafuncionales de la presente descripcion.

La figura 5 es un diagrama esquematico que muestra la sintesis paralela de materiales calibradores tri-,
tetra-, penta- y hexafuncionales de la presente descripcion.

La figura 6 muestra los resultados del analisis de MALDI-TOF de una mezcla equimolar de dendrimeros 1,
11, 21, y 31 de la presente descripcion.

La figura 7 muestra los resultados del analisis de MALDI-TOF de una mezcla equimolar de dendrimeros 3,
13, 23, y 33 de la presente descripcion.

La figura 8 muestra los resultados del analisis de MALDI-TOF de una mezcla equimolar de dendrimeros 4,
14, 24, y 34 de la presente descripcion.

La figura 9 muestra los resultados del analisis de MALDI-TOF de una mezcla equimolar de dendrimeros 5,
15, 25, y 35 de la presente descripcion.

La figura 10 muestra los resultados del analisis de MALDI-TOF de una mezcla equimolar de dendrimeros
6, 16, 26, y 36 de la presente descripcion.
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La figura 11 muestra los resultados del analisis de MALDI-TOF de una mezcla equimolar de dendrimeros
7,17, 27, y 37 de la presente descripcion.

La figura 12 muestra los resultados del analisis de MALDI-TOF de una mezcla equimolar de dendrimeros
8, 18, 28, y 38 de la presente descripcion.

La figura 13 muestra los resultados del analisis de MALDI-TOF de un cavitando dendronizado (Cav-([G1]-
Ph)s, que tiene la formula molecular C192H17604s. El espectro de MALDI-TOF se muestra en la figura 13A,
y la estructura del cavitando dendronizado se muestra en la figura 13B).

La figura 14 muestra los resultados del analisis de MALDI-TOF del PEG 1970 33-mero, que tiene la
férmula molecular CgsH134034.

La figura 15 muestra los resultados del analisis de MALDI-TOF del PEG 1970 43-mero, que tiene la
férmula molecular CgsH174044.

La figura 16 muestra los resultados del analisis de MALDI-TOF del PEG 1970 53-mero, que tiene la
férmula molecular C1osH214054.

La figura 17 muestra los resultados del analisis de MALDI-TOF del péptido patentado JF-1485, que tiene
la férmula molecular CggH118N16022S5".

La figura 18 muestra un espectro de masas de tipo ESI de la mezcla G1 de los dendrimeros 1 (C3-([G-
1]Ph)s), 11 (C4-([G-1]Ph)s), 21 (C5-([G-1]Ph)s), y 31 (C6-([G-1]Ph)s). Las muestras se prepararon
disolviéndolas en acetonitrilo e inyectandolas directamente sin adicion de contraion. El sodio residual
produjo los espectros de masas observados con un unico cation de sodio.

La figura 19 muestra un espectro de masas de tipo ESI de la mezcla G1 de los dendrimeros 3 (C3-([G-
2]Ph2)3), 13 (C4-([G-2]Ph2)s), 23 (C5-([G-2]Phy)s), y 33 (C6-([G-2]Ph2)s). Las muestras se prepararon
disolviéndolas en acetonitrilo e inyectandolas directamente sin adicion de contraion. El sodio residual
produjo los espectros de masas observados con un Unico catidon de sodio para el dendrimero 3, asi como
complejos doblemente cargados (dos cationes de sodio) para los dendrimeros 13, 23, y 33.

Descripcion detallada

En la presente memoria y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares “un”, “una”, y “el/la” incluyen la
referencia plural, excepto que el contexto dicte claramente otra cosa. Excepto que se defina de otro modo, todos
los términos técnicos y cientificos usados aqui tienen el mismo significado como lo entenderia normalmente
alguien de pericia normal en la técnica a la que pertenece esta descripcion.

Como se usa aqui, el término “[M + Ag]” indica que un catién de plata esta unido por molécula, durante la
ionizacion de las muestras, como el contraiéon. Otros contraiones pueden incluir, por ejemplo, y sin limitacién, “H”,
“Na”, y “K”, como se apreciara facilmente por aquellas personas que tienen pericia normal en la técnica
pertinente. Como se usa aqui, el término “m/z” representa la relacion de masa a carga. Como se usa aqui, “MW”
significa peso molecular.

La sintesis divergente recientemente desarrollada de poli(ésteres) alifaticos parece ofrecer las ventajas de
ambas técnicas, a la vez que minimiza las deficiencias de ambas. Una sintesis dendritica divergente es un
proceso iterativo que implica un incremento de masa bien definido (aunque exponencial) con cada repeticion de
dos etapas sintéticas: la “etapa de acoplamiento” y la “etapa de desproteccion”. En la figura 1, por ejemplo, la
“etapa de acoplamiento” (por ejemplo, etapa “i” en la figura 1) implica la reaccién de un numero especifico de
funcionalidades alcohdlicas (grupos -OH) de la estructura central con el anhidrido del acido bis-MPA protegido
con bencilideno (nombre IUPAC: monémero de anhidrido de acido bis(5-metil-2-fenil-1,3-dioxano-5-carboxilico)
(“monémero” en la figura 1). Al hacerlo asi, un niumero exacto de unidades monomeéricas se conectan a las
moléculas centrales, produciendo una nueva molécula dendritica con un peso molecular discreto. En la “etapa de
desproteccion” (por ejemplo, etapa “ii” de la figura 1), un catalizador de paladio (hidroxido de paladio(ll)
soportado en grafito, también conocido como catalizador de Pearlman) se usa para eliminar los grupos
protectores bencilidénicos via una reaccion de hidrogenolisis para generar un nuevo nucleo. Se deberia observar
que, al hacer esto, el nUmero de funcionalidades alcohdlicas se duplica después de llevar a cabo cada iteracion
de acoplamiento y desproteccion, permitiendo asi que el proceso se repita y que las estructuras crezcan
exponencialmente - pero de una manera bien controlada -, y produciendo asi productos monodispersos. Debido
a que la etapa de acoplamiento implica la reaccion de esterificacion limpia, muy activada, de grupos funcionales
alcohdlicos con anhidridos de acido, la reaccion se puede llevar a cabo con rendimientos “cuantitativos”
(mayores que 99,9%), sin subproducto. Ademas, se puede llevar a cabo un nimero de etapas de desproteccion
(por ejemplo hidrogenolisis catalizada por paladio (“Pd”) e hidrdlisis catalizada por acido para el monémero
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protegido con bencilideno y acetal correspondiente) de una manera igualmente limpia y cuantitativa,
proporcionando compuestos monodispersos suficientemente puros para actuar como materiales calibradores
para espectrometria de masas. Al mismo tiempo, este enfoque divergente ofrece una ruta rapida que es
técnicamente simple sin la purificacion cromatografica, permitiendo la produccion aumentable en escala y
eficiente desde el punto de vista del coste.

Los materiales calibradores de dendrimeros sintéticos de la presente descripcidon ofrecen un nimero de claras
ventajas con respecto a otros materiales calibradores. Los péptidos y proteinas se han usado como patrones
comerciales para la calibraciéon debido a que, tradicionalmente, éstos fueron los Unicos polimeros monodispersos
que se pudieron preparar y purificar con un peso molecular suficientemente elevado. Aunque los materiales
calibradores peptidicos y proteicos proporcionan un patrén viable, sufren de un tiempo de vida corto (debido al
predominio de peptidasas) y de un coste elevado (debido a que su sintesis y purificacion se lleva a cabo
tipicamente a escala de miligramos). En la TABLA 1 se proporciona un ejemplo representativo de estos
materiales calibradores.

TABLA 1
Materiales calibradores peptidicos y proteicos de la técnica anterior
Calibrador Peso molecular Precio por gramo
(USD)
Fragmento 1-7 de 756 38300
bradiquinina
Angiotensina Il 1046 6580
PR 1533 8733300
Fragmento 18-39 de 2464 220500
ACTH
Cadena B de 3496 8160
insulina
Insulina 5730 2652900
Citocromo ¢ 12362 1181000
Apomioglobina 16952 861200
Aldolasa 39211 372300
Albumina 66429 219800
Fuente: Sigma-Aldrich, Inc.

Los materiales calibradores sintéticos ofrecen un nimero de ventajas potenciales, incluyendo un mayor tiempo
de vida, pero, hasta hace poco, los Unicos productos que se pudieron producir a un precio competitivo fueron los
polimeros polidispersos (es decir, que exhiben un intervalo amplio de caracteristicas masicas). La presencia de
multiples especies (y el predominio de diferentes contraiones en MS, incluyendo MALDI-TOF, ESI, APCI, y FAB)
ha evitado que éstos se conviertan en una alternativa atractiva a péptidos y proteinas. Los materiales
calibradores sintéticos monodispersos, tales como P14R, son por lo menos 3 veces tan caros como el material
calibrador peptidico mas barato siguiente (Insulina), y mas de 1000 veces mas caros que el material calibrador
peptidico mas barato (Cadena B de Insulina).

Los materiales calibradores de dendrimeros sintéticos de la presente descripcion, por el contrario, son mas
baratos de producir. Debido a este acceso sintético rapido a compuestos dendriticos costosamente eficientes
aunque muy puros, los materiales calibradores dendriméricos de la presente descripcidon ofrecen una solucion
competitiva a la calibracién de espectrémetros de masas, particularmente cuando se usan métodos de MALDI-
TOF, ESI, APCI, o FAB. Ademas, se pueden sintetizar como mezclas, reduciendo asi los costes de preparacion,
purificacion y empaquetamiento. Aunque los materiales calibradores peptidicos y proteicos actualmente
disponibles se usan y estan ampliamente aceptados, el coste reducido de los materiales calibradores
dendriméricos de la presente descripcion, asi como su tiempo de vida mejorado y su compatibilidad con
disolventes, deberian dar como resultado su rapida aceptacion.

A los dendrimeros se les da una nomenclatura estandar para representar su arquitectura. Por ejemplo, en los
nombres “CX-([G-n]Ph,),” y “CX-([G-n]OHy).”, el término “CX” se refiere al nimero de funcionalidades alcohdlicas
en el nucleo - el “ndmero del nlcleo” -, en el que “X” es un numero entero. De este modo, “C3” se refiere a 1,1,1-
trishidroxietiimetano (un triol) como el nicleo, “C4” se refiere a pentaeritritol (un tetraol) como el nucleo, “C5” se
refiere a xilitol (un pentaol) como el nucleo, y C6 se refiere a dipentaeritritol (un hexaol) como el nucleo. El
término “G-n" se refiere al numero de generacion, que representa el nimero de capas de puntos de ramificacion
que se han afadido, y que también se refiere al numero de iteraciones de acoplamiento y desproteccion que han
tenido lugar. Por ejemplo, “[G-1]" representa la “generacion uno”, e indica que se ha producido una ronda de
acoplamiento (véase, por ejemplo, el dendrimero 1 de la figura 1: “C3-([G-1]Ph)3"), o que se ha producido una
ronda de acoplamiento y desproteccion (véase, por ejemplo, el dendrimero 2 de la figura 1: “C3-([G-1]OH2)3"). En
otras palabras, los dendrimeros 1y 2 son de la misma generacion: la generacién uno, o “G-1". Cada uno de los
alcoholes iniciadores posee un resto dendritico con forma de cufia, denominado como un “dendrén”. Los grupos
terminales (por dendrén) se representan mediante Ph,, para estructuras protegidas con bencilideno (en los que
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“p” tiene un valor de 2™"), u OH,, para las estructuras hidroxiladas (en los que “g” tiene un valor de 2"), y en los
que “p” y “q” representan el nimero de los grupos terminales por dendrén (por resto dendritico con forma de
cufia). Finalmente, el nimero de dendrones por nucleo, que corresponde al nimero de nucleos, se representa

“on

mediante “Z”.
Ejemplo 1 de Referencia
Procedimiento sintético general

El procedimiento general para la preparacion de los materiales calibradores dendriticos sigue generalmente los
publicados por Grayson et al. (Grayson, S. M.; Fréchet, J. M. J. Macromolecules, 2001; 34:6542-6544) y por |hre
et al. (lhre, H.; Padilla de Jesus, O. L.; Fréchet, J. M. J J. Am. Chem. Soc. 2001; 123:5908-5917). Como se
muestra en la figura 1, la sintesis dendritica implica la repeticion de dos etapas criticas: i) la etapa de crecimiento
dendritico o “dendronizacién”, en el que un monémero “protegido” se une a cada funcionalidad periférica activa; y
ii) la etapa de activacion o “desproteccion”, en la que cada monémero se altera para exponer una multiplicidad
incrementada de funcionalidades activas en la superficie. Las repeticiones en serie de estas dos etapas
conducen al incremento exponencial tanto en los grupos funcionales periféricos como en el peso molecular.

Ejemplo 2 de Referencia
Preparacién de monémero de anhidrido de bis-MPA protegido con bencilideno

El monémero de anhidrido de bis-MPA protegido con bencilideno se prepard segun la sintesis dada a conocer
previamente por lhre, H.; Padilla de Jesus, O. L.; Fréchet, J. M. J J. Am. Chem. Soc. 2001, 123, 5908-5917, que
se incorpora aqui como referencia en su totalidad.

Ejemplo 3 de Referencia

Procedimiento de dendronizacion general para la preparacion de CX-([G-n]Ph,).

El procedimiento de este EJEMPLO se muestra esquematicamente como la etapa “i” de la figura 1 (por ejemplo,
las sintesis de: dendrimero 1 a partir del ntcleo terminado en hidroxilo; de dendrimero 3 a partir de dendrimero 2;
etc.). A un matraz de fondo redondo se afiadieron: una cantidad conocida de nucleo terminado en hidroxilo (por
ejemplo, 1,1,1-tris(hidroximetil)etano, pentaeritritol, xilitol, o dipentaeritritol) o de dendrimero (por ejemplo, aquel
que tenga la formula general CX-([G-(n-1)]OH,),, en la que “r" tiene un valor de 2", segtn sea apropiado; 1,1
equivalentes (por -OH de nucleo terminado en hidroxilo o de dendrimero) del monémero de anhidrido de bis-
MPA protegido con bencilideno (monémero de anhidrido del acido (bis(5-metil-2-fenil-1,3-dioxano-5-carboxilico));
y 0,1 equivalentes molares (por -OH de nucleo terminado en hidroxilo o de dendrimero) de 4-dimetilaminopiridina
(DMPA). La mezcla de reaccion se disolvié en la cantidad minima de piridina, se diluyé en dos veces esa
cantidad (con respecto a piridina) de diclorometano, y la mezcla de reaccion se dejo agitar entonces
vigorosamente durante 4 horas a temperatura y presion estandar. La reaccidon se monitorizd periddicamente
mediante MS de MALDI-TOF para determinar el grado de acoplamiento. Después de que se observo la
esterificacion total mediante MS de MALDI-TOF, los contenidos del matraz se transfirieron a un embudo de
separacion, se diluyeron con diclorometano, se extrajeron tres veces con NaHSO4 acuoso 1M (bisulfato sodico) y
tres extracciones con NaHCO3; acuoso 1M (bicarbonato sédico). Las capas organicas se redujeron a vacio para
concentrar la muestra, se precipitaron en hexanos, y se filtraron para producir los dendrimeros protegidos con
bencilideno, CX-([G-n]Php),, como un precipitado pulverulento blanco. El precipitado resultante se puede
preparar entonces para analisis espectrométrico via protocolos estandar.

Ejemplo 4 de Referencia
Procedimiento de desproteccion general para la preparacion de CX-([G-n]OHg),

El procedimiento de este EJEMPLO se muestra esquematicamente como la etapa “ii” de la figura 1 (por ejemplo,
las sintesis de: dendrimero 2 a partir dendrimero 1; de dendrimero 4 a partir de dendrimero 3; etc.). A un matraz
de fondo redondo, se afiadioé una cantidad medida de CX-([G-n]Ph,),, en el que “r’ tiene un valor de 2("'1), y se
disolvié en una cantidad suficiente de una disolucion 2:1 de diclorometano:metanol. Se afiadié catalizador de
Pearlman (Pd(OH),/C) a la mezcla de reaccién, y los contenidos del matraz se colocaron a 8 atmdsferas (atm) de
gas hidrégeno. La mezcla de reaccion se agitd vigorosamente durante 24 horas a temperatura ambiente. La
desproteccion total se verificd mediante datos brutos de MS de MALDI, tras lo cual se elimin6 el Pd(OH),/C via
filtracion sobre Celite®. El filtrado se redujo entonces a vacio para producir un sélido vitreo transparente que
tiene la formula CX-([G-n]OHg).. El filtrado resultante se puede preparar entonces mediante analisis
espectrométrico via protocolos estandar.
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Ejemplo 5 de Referencia
Sintesis de materiales calibradores “C-3” trifuncionales
En la figura 1 se muestran las especies de dendrimeros trifuncionales de este EJEMPLO 5.

Sintesis de C3-([G-1]Ph)s, dendrimero 1 de la figura 1: 1,1,1-tris(hidroximetil)etano (nombre IUPAC: 2-
(hidroximetil)-2-metilpropano-1,3-diol), que estd comercialmente disponible, se esterific6 siguiendo el
Procedimiento de Dendronizacién General del EJEMPLO 3 de Referencia, usando el anhidrido de Bis-MPA
protegido con bencilideno del EJEMPLO 2 de Referencia y DMAP para dar C3-([G-1]Ph)s. Férmula molecular:
C41H45012. MALDI-TOF MS: MW exacto tedrico: [M + Ag]" m/z = 839,220. MW observado: [M + Ag]" m/z =
839,20

Sintesis de C3-([G-1]OH)s, dendrimero 2 de la figura 1: El dendrimero 1 protegido con bencilideno se
desprotegio usando 5% de Pd(OH)./C y gas hidrégeno siguiendo el Procedimiento de Desproteccion General del
EJEMPLO 4 de Referencia, para dar C3-([G-1]OH)s. Féormula molecular: CyH36012. MALDI-TOF MS: MW
exacto tedrico: [M + Na]* m/z = 491,210. MW observado: [M + Na]" m/z = 491,22

Sintesis de C3-([G-2]Ph.)s, dendrimero 3 de la figura 1: El dendrimero 2 hidroxilado se esterifico siguiendo el
Procedimiento de Dendronizacién General del EJEMPLO 3 de Referencia, usando el anhidrido de Bis-MPA
protegido con bencilideno del EJEMPLO 2 de Referencia y DMAP para dar C3-([G-2]Ph3)s. Férmula molecular:
Co2H108030. MALDI-TOF MS: MW exacto tedrico: [M + Ag]’ m/z = 1799,598. MW observado: [M + Ag]" m/z =
1799,59

Sintesis de C3-([G-2]OHs4)s, dendrimero 4 de la figura 1: El dendrimero 3 protegido con bencilideno se
desprotegio usando 5% de Pd(OH)./C y gas hidrégeno siguiendo el Procedimiento de Desproteccion General del
EJEMPLO 4 de Referencia, para dar C3-([G-2]OH4)s. Férmula molecular: CsoHgsO30. MALDI-TOF MS: MW
exacto teérico: [M + Na]* m/z = 1187,495. MW observado: [M + Na]" m/z = 1187,46

Sintesis de C3-([G-3]Ph4)s, dendrimero 5 de la figura 1: El dendrimero 4 hidroxilado se esterifico siguiendo el
Procedimiento de Dendronizacion General del EJEMPLO 3, usando el anhidrido de Bis-MPA protegido con
bencilideno del EJEMPLO 2 de Referencia y DMAP para dar C3-([G-3]Phs)s. Férmula molecular: C19aH22806s.
MALDI-TOF MS: MW exacto tedrico: [M + Ag]* m/z = 3720,354. MW observado: [M + Ag]" m/z = 3720,42

Sintesis de C3-([G-3]OHs)s, dendrimero 6 de la figura 1: El dendrimero 5 protegido con bencilideno se
desprotegio usando 5% de Pd(OH)./C y gas hidrégeno siguiendo el Procedimiento de Desproteccion General del
EJEMPLO 4 de Referencia, para dar C3-([G-3]OHs)s. Formula molecular: C110H1800ss. MALDI-TOF MS: MW
exacto tedrico: [M + Na]* m/z = 2580,063. MW observado: [M + Na]" m/z = 2580,10

Sintesis de C3-([G-4]Phs)s, dendrimero 7 de la figura 1: El dendrimero 6 hidroxilado, se esterificaria siguiendo el
Procedimiento de Dendronizacién General del EJEMPLO 3 de Referencia, usando el anhidrido de Bis-MPA
protegido con bencilideno del EJEMPLO 2 de Referencia y DMAP para dar C3-([G-4]Phg)s. Férmula molecular:
CsosH468013s. MALDI-TOF MS: MW exacto teérico: [M + Ag]’ m/z = 7561,865. MW observado: [M + Ag]® m/z =
7559,9.

Sintesis de C3-([G-4]OH1¢)3, dendrimero 8 de la figura 1: El dendrimero 7 protegido con bencilideno se
desprotegeria usando 5% de Pd(OH)./C y gas hidrégeno siguiendo el Procedimiento de Desproteccion General
del EJEMPLO 4 de Referencia, para dar C3-([G-4]OH+s)3. Férmula molecular: C230H3720138. MALDI-TOF MS: MW
exacto tedrico: [M + Na]* m/z = 5365,256. MW observado: [M + Na]" m/z = 5366,6.

Sintesis de C3-([G-5]Ph1g)3, dendrimero 9 de la figura 1: El dendrimero 8 hidroxilado, se esterificaria siguiendo el
Procedimiento de Dendronizacién General del EJEMPLO 3 de Referencia, usando el anhidrido de Bis-MPA
protegido con bencilideno del EJEMPLO 2 de Referencia y DMAP para dar C3-([G-5]Ph+g)s. Férmula molecular:
Cso6Ho4s0282. MALDI-TOF MS: MW promedio tedrico: [M + Ag]” m/z = 15256,1. MW observado: [M + Ag]' m/z=a
determinar.

Sintesis de C3-([G-5]0OHsz)3, dendrimero 10 de la figura 1: El dendrimero 9 protegido con bencilideno se
desprotegeria usando 5% de Pd(OH)./C y gas hidrégeno siguiendo el Procedimiento de Desproteccion General
del EJEMPLO 4 de Referencia, para dar C3-([G-5]OHaz)s. Férmula molecular: C470H7560282. MALDI-TOF MS: MW
promedio teérico: [M + Na]" m/z = 10942,0. MW observado: [M + Na]" m/z = a determinar.

Ejemplo 6 de Referencia

Sintesis de materiales calibradores “C-4” tetrafuncionales

En la figura 2 se muestran las especies de dendrimeros tetrafuncionales de este EJEMPLO 6.
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Sintesis de C4-([G-1]Ph)s, dendrimero 11 de la figura 2: Se esterificd pentaeritritol (nombre IUPAC: 2,2-
bis(hidroximetil)propano-1,3-diol), que estd comercialmente disponible, siguiendo el Procedimiento de
Dendronizacion General del EJEMPLO 3 de Referencia, usando el anhidrido de Bis-MPA protegido con
bencilideno del EJEMPLO 2 de Referencia y DMAP para dar C4-([G-1]Ph)s. Férmula molecular: Cs3HgoO16.
MALDI-TOF MS: MW exacto tedrico: [M + Ag]* m/z = 1059,292. MW observado: [M + Ag]" m/z = 1059,28

Sintesis de C4-([G-1]OH;)4, dendrimero 12 de la figura 2: El dendrimero 11 protegido con bencilideno se
desprotegio usando 5% de Pd(OH)./C y gas hidrégeno siguiendo el Procedimiento de Desproteccion General del
EJEMPLO 4 de Referencia, para dar C4-([G-1]OH,)s. Férmula molecular: Cz5H44046. MALDI-TOF MS: MW
exacto tedrico: [M + Na]* m/z = 623,252. MW observado: [M + Na]" m/z = 623,05

Sintesis de C4-([G-2]Ph.)4, dendrimero 13 de la figura 2: El dendrimero 12 hidroxilado, se esterificd siguiendo el
Procedimiento de Dendronizacién General del EJEMPLO 3 de Referencia, usando el anhidrido de Bis-MPA
protegido con bencilideno del EJEMPLO 2 de Referencia y DMAP para dar C4-([G-2]Ph;)s. Férmula molecular:
C121H140040. MALDI-TOF MS: MW exacto tedrico: [M + Ag]” m/z = 2339,797. MW observado: [M + Ag]’ m/z =
2339,85

Sintesis de C4-([G-2]OH4)4, dendrimero 14 de la figura 2: El dendrimero 13 protegido con bencilideno se
desprotegio usando 5% de Pd(OH)./C y gas hidrégeno siguiendo el Procedimiento de Desproteccion General del
EJEMPLO 4 de Referencia para dar C4-([G-2]OH4)s. Formula molecular: CgsH10sO40. MALDI-TOF MS: MW
exacto tedrico: [M + Na]* m/z = 1551,631. MW observado: [M + Na]" m/z = 1551,62

Sintesis de C4-([G-3]Phs)4, dendrimero 15 de la figura 2: El dendrimero 14 hidroxilado se esterifico siguiendo el
Procedimiento de Dendronizacién General del EJEMPLO 3 de Referencia, usando el anhidrido de Bis-MPA
protegido con bencilideno del EJEMPLO 2 de Referencia y DMAP para dar C4-([G-3]Phs4)s. Férmula molecular:
Cas57H30008s. MALDI-TOF MS: MW exacto tedrico: [M + Ag]” m/z = 4900,805. MW observado: [M + Ag]’ m/z =
4900,98

Sintesis de C4-([G-3]OHg)4, dendrimero 16 de la figura 2: El dendrimero 15 protegido con bencilideno se
desprotegio usando 5% de Pd(OH)./C y gas hidrégeno siguiendo el Procedimiento de Desproteccion General del
EJEMPLO 4 de Referencia, para dar C4-([G-3]OHsg)s. Formula molecular: C145H23608s. MALDI-TOF MS: MW
exacto tedrico: [M + Na]* m/z = 3408,389 MW observado: [M + Na]* m/z = 3408,41

Sintesis de C4-([G-4]Phsg)s, dendrimero 17 de la figura 2: El dendrimero 16 hidroxilado se esterificaria siguiendo
el Procedimiento de Dendronizacion General del EJEMPLO 3 de Referencia, usando el anhidrido de Bis-MPA
protegido con bencilideno del EJEMPLO 2 de Referencia y DMAP para dar C3-([G-4]Phg)s. Férmula molecular:
Cs20H6200184. MALDI-TOF MS: MW promedio teérico: [M + Ag]” m/z = 10030,5. MW observado: [M + Ag]’ m/z =
10018,1.

Sintesis de C4-([G-4]OH+6)s, dendrimero 18 de la figura 2: El dendrimero 17 protegido con bencilideno se
desprotegeria usando 5% de Pd(OH)./C y gas hidrégeno siguiendo el Procedimiento de Desproteccion General
del EJEMPLO 4 de Referencia, para dar C4-([G-4]OH+s)s. Férmula molecular: C3osH4920184. MALDI-TOF MS: MW
promedio teérico: [M + Na]" m/z = 7126,1. MW observado: [M + Na]" m/z = 7123,5.

Sintesis de C4-([G-5]Ph+g)s, dendrimero 19 de la figura 2: El dendrimero 18 hidroxilado se esterificaria siguiendo
el Procedimiento de Dendronizacion General del EJEMPLO 3 de Referencia, usando el anhidrido de Bis-MPA
protegido con bencilideno del EJEMPLO 2 de Referencia y DMAP para dar C4-([G-5]Ph+g)4. Formula molecular:
C1073H12600376. MALDI-TOF MS: MW promedio tedrico: [M + Ag]” m/z = 20281,4. MW observado: [M + Ag]" m/z =
a determinar.

Sintesis de C4-([G-5]OHs.)4, dendrimero 20 de la figura 2: El dendrimero 19 protegido con bencilideno se
desprotegeria usando 5% de Pd(OH)./C y gas hidrégeno siguiendo el Procedimiento de Desproteccion General
del EJEMPLO 4 de Referencia, para dar C4-([G-5]0OHsz)s. Formula molecular: Ce25H10040376. MALDI-TOF MS:
MW promedio teérico: [M + Na]" m/z = 14557,6. MW observado: [M + Na]* m/z = a determinar.

Ejemplo 7 de Referencia

Sintesis de materiales calibradores “C-5”" pentafuncionales

En la figura 3 se muestran las especies de dendrimeros pentafuncionales de este EJEMPLO 7.

Sintesis de C5-([G-1]Ph)s, dendrimero 21 de la figura 3: Se esterificé xilitol (hombre IUPAC: pentano-1,2,3,4,5-

pentol), que estd comercialmente disponible, siguiendo el Procedimiento de Dendronizacion General del
EJEMPLO 3 de Referencia, usando el anhidrido de Bis-MPA protegido con bencilideno del EJEMPLO 2 de
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Referencia y DMAP para dar C5-([G-1]Ph)s. Férmula molecular: CgsH72020. MALDI-TOF MS: MW exacto teodrico:
[M + Ag]” m/z = 1279,366. MW observado: [M + Ag]" m/z = 1279,39

Sintesis de C5-([G-1]OH;)s, dendrimero 22 de la figura 3: El dendrimero 21 protegido con bencilideno se
desprotegio usando 5% de Pd(OH)./C y gas hidrégeno siguiendo el Procedimiento de Desproteccion General del
EJEMPLO 4 de Referencia, para dar C5-([G-1]OH)s. Férmula molecular: C3oHs2020. MALDI-TOF MS: MW
exacto tedrico: [M + Na]* m/z = 755,295. MW observado: [M + Na]’ m/z = 755,17

Sintesis de C5-([G-2]Ph.)s, dendrimero 23 de la figura 3: El dendrimero 22 hidroxilado, se esterificd siguiendo el
Procedimiento de Dendronizacién General del EJEMPLO 3 de Referencia, usando el anhidrido de Bis-MPA
protegido con bencilideno del EJEMPLO 2 de Referencia y DMAP para dar C5-([G-2]Ph;)s. Férmula molecular:
Ci150H172050. MALDI-TOF MS: MW exacto teérico: [M + Ag]” m/z = 2879,997. MW observado: [M + Ag]’ m/z =
2880,01

Sintesis de C5-([G-2]OH4)s, dendrimero 24 de la figura 3: El dendrimero 23 protegido con bencilideno se
desprotegio usando 5% de Pd(OH)./C y gas hidrégeno siguiendo el Procedimiento de Desproteccion General del
EJEMPLO 4 de Referencia, para dar C5-([G-2]JOH4)s. Formula molecular: CgoH132050. Férmula molecular:
C150H172050. MALDI-TOF MS: MW exacto tedrico: [M + Na]* m/z = 1915,768. MW observado: [M + Na]" m/z =
1915,78

Sintesis de C5-([G-3]Ph4)s, dendrimero 25 de la figura 3: El dendrimero 24 hidroxilado, se esterificd siguiendo el
Procedimiento de Dendronizacién General del EJEMPLO 3 de Referencia, usando el anhidrido de Bis-MPA
protegido con bencilideno del EJEMPLO 2 de Referencia y DMAP para dar C5-([G-3]Ph4)s. Férmula molecular:
Cs20H3720110. MALDI-TOF MS: MW exacto teérico: [M + Ag]’ m/z = 6081,257. MW observado: [M + Ag]* m/z =
6081,51

Sintesis de C5-([G-3]OHsg)s, dendrimero 26 de la figura 3: El dendrimero 25 protegido con bencilideno se
desprotegio usando 5% de Pd(OH)./C y gas hidrégeno siguiendo el Procedimiento de Desproteccion General del
EJEMPLO 4 de Referencia, para dar C5-([G-3]OHs)s. Férmula molecular: C1goH2920110. MALDI-TOF MS: MW
exacto tedrico: [M + Na]* m/z = 4236,715. MW observado: [M + Na]" m/z = 4236,80

Sintesis de C5-([G-4]Phs)s, dendrimero 27 de la figura 3: El dendrimero 26 hidroxilado, se esterificaria siguiendo
el Procedimiento de Dendronizacion General del EJEMPLO 3 de Referencia, usando el anhidrido de Bis-MPA
protegido con bencilideno del EJEMPLO 2 de Referencia y DMAP para dar C5-([G-4]Phg)s. Férmula molecular:
Ces0H7720230. MALDI-TOF MS: MW promedio teérico: [M + Ag]” m/z = 12493,1. MW observado: [M + Ag]’ m/z =
12476,0.

Sintesis de C5-([G-4]OH+6)s, dendrimero 28 de la figura 3: El dendrimero 27 protegido con bencilideno se
desprotegeria usando 5% de Pd(OH)./C y gas hidrégeno siguiendo el Procedimiento de Desproteccion General
del EJEMPLO 4 de Referencia, para dar C5-([G-4]OH+s)s. Férmula molecular: CsgoHg120230. MALDI-TOF MS: MW
promedio teérico: [M + Na]* m/z = 8883,9. MW observado: [M + Na]" m/z = 8880,1.

Sintesis de C5-([G-5]Ph+e)s, dendrimero 29 de la figura 3: El dendrimero 28 hidroxilado, se esterificaria siguiendo
el Procedimiento de Dendronizacion General del EJEMPLO 3 de Referencia, usando el anhidrido de Bis-MPA
protegido con bencilideno del EJEMPLO 2 de Referencia y DMAP para dar C5-([G-5]Ph+g)s. Férmula molecular:
C1340H15720470. MALDI-TOF MS: MW promedio tedrico: [M + Ag]” m/z = 25306,7. MW observado: [M + Ag]" m/z =
a determinar.

Sintesis de C5-([G-5]OHs.)s, dendrimero 30 de la figura 3: El dendrimero 29 protegido con bencilideno se
desprotegeria usando 5% de Pd(OH)./C y gas hidrégeno siguiendo el Procedimiento de Desproteccion General
del EJEMPLO 4 de Referencia, para dar C5-([G-5]0OHasz)s. Formula molecular: CrzgoH12520470. MALDI-TOF MS:
MW promedio teérico: [M + Na]" m/z = 18173,2. MW observado: [M + Na]* m/z = a determinar.

Ejemplo 8 de Referencia

Sintesis de materiales calibradores “C-6" hexafuncionales

En la figura 4 se muestran las especies de dendrimeros hexafuncionales de este EJEMPLO 8.

Sintesis de C6-([G-1]Ph)s, dendrimero 31 de la figura 4: Se esterifico dipentaeritritol (nombre IUPAC: 2-[[3-
hidroxi-2,2-bis(hidroximetil)propoxi]metil]-2-(hidroximetil)propano-1,3-diol), que estd comercialmente disponible,
siguiendo el Procedimiento de Dendronizacion General del EJEMPLO 3 de Referencia, usando el anhidrido de
Bis-MPA protegido con bencilideno del EJEMPLO 2 de Referencia y DMAP para dar C6-([G-1]Ph)s. Formula

molecular: CgoHo4O25. MALDI-TOF MS: MW exacto tedrico: [M + Ag]” m/z = 1585,514. MW observado: [M + Ag]"
m/z = 1585,53
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Sintesis de C6-([G-1]OH;)s, dendrimero 32 de la figura 4: El dendrimero 31 protegido con bencilideno se
desprotegio usando 5% de Pd(OH)./C y gas hidrégeno siguiendo el Procedimiento de Desproteccién General del
EJEMPLO 4 de Referencia, para dar C6-([G-1]OH.)s. Formula molecular: C4oH70O25. MALDI-TOF MS: MW
exacto tedrico: [M + Na]* m/z = 973,410. MW observado: [M + Na]" m/z = 973,34

Sintesis de C6-([G-2]Ph.)s, dendrimero 33 de la figura 4: El dendrimero 32 hidroxilado, se esterificd siguiendo el
Procedimiento de Dendronizacién General del EJEMPLO 3 de Referencia, usando el anhidrido de Bis-MPA
protegido con bencilideno del EJEMPLO 2 de Referencia y DMAP para dar C6-([G-2]Ph3)s. Férmula molecular:
C184H214061. MALDI-TOF MS: MW exacto tedrico: [M + Ag]” m/z = 3506,269. MW observado: [M + Ag]’ m/z =
3506,25

Sintesis de C6-([G-2]OH4)s, dendrimero 34 de la figura 4: El dendrimero 33 protegido con bencilideno se
desprotegio usando 5% de Pd(OH)./C y gas hidrégeno siguiendo el Procedimiento de Desproteccion General del
EJEMPLO 4 de Referencia, para dar C6-([G-2]OH.)s. Formula molecular: C1poH166061. MALDI-TOF MS: MW
exacto tedrico: [M + Na]* m/z = 2365,979. MW observado: [M + Na]" m/z = 2365,98

Sintesis de C6-([G-3]Pha4)s, dendrimero 35 de la figura 4: El dendrimero 34 hidroxilado, se esterificd siguiendo el
Procedimiento de Dendronizacién General del EJEMPLO 3 de Referencia, usando el anhidrido de Bis-MPA
protegido con bencilideno del EJEMPLO 2 de Referencia y DMAP para dar C6-([G-3]Ph4)s. Férmula molecular:
CsssHa540133. MALDI-TOF MS: MW exacto teérico: [M + Ag]’ m/z = 7347,781. MW observado: [M + Ag]® m/z =
7347,0

Sintesis de C6-([G-3]0OHg)s, dendrimero 36 de la figura 4: El dendrimero 35 protegido con bencilideno se
desprotegio usando 5% de Pd(OH)./C y gas hidrégeno siguiendo el Procedimiento de Desproteccion General del
EJEMPLO 4 de Referencia, para dar C6-([G-3]OHs)s. Formula molecular: Ca20H3580133. MALDI-TOF MS: MW
exacto tedrico: [M + Na]* m/z = 5151,115. MW observado: [M + Na]" m/z = 5151,28

Sintesis de C6-([G-4]Phs)s, dendrimero 37 de la figura 4: El dendrimero 36 hidroxilado, se esterificaria siguiendo
el Procedimiento de Dendronizacion General del EJEMPLO 3 de Referencia, usando el anhidrido de Bis-MPA
protegido con bencilideno del EJEMPLO 2 de Referencia y DMAP para dar C6-([G-4]Phg)s. Férmula molecular:
Cr96H9340277. MALDI-TOF MS: MW promedio teérico: [M + Ag]” m/z = 14969,7. MW observado: [M + Ag]’ m/z =
15020,1.

Sintesis de C6-([G-4]OH+6)s, dendrimero 38 de la figura 4: El dendrimero 37 protegido con bencilideno se
desprotegeria usando 5% de Pd(OH)./C y gas hidrégeno siguiendo el Procedimiento de Desproteccion General
del EJEMPLO 4 de Referencia, para dar C6-([G-4]OH+s)s. Férmula molecular: C460H7420277. MALDI-TOF MS: MW
promedio teérico: [M + Na]* m/z = 10655,6. MW observado: [M + Na]" m/z = 10722,6.

Sintesis de C6-([G-5]Ph1e)s, dendrimero 39 de la figura 4: El dendrimero 38 hidroxilado, se esterificaria siguiendo
el Procedimiento de Dendronizacion General del EJEMPLO 3 de Referencia, usando el anhidrido de Bis-MPA
protegido con bencilideno del EJEMPLO 2 de Referencia y DMAP para dar C6-([G-5]Ph1g)s. FOrmula molecular:
C1612H18940565. MALDI-TOF MS: MW promedio tedrico: [M + Ag]” m/z = 30346,1. MW observado: [M + Ag]" m/z =
a determinar.

Sintesis de C6-([G-5]0OH12)s, dendrimero 40 de la figura 4: El dendrimero 39 protegido con bencilideno se
desprotegeria usando 5% de Pd(OH)./C y gas hidrégeno siguiendo el Procedimiento de Desproteccion General
del EJEMPLO 4 de Referencia, para dar C6-([G-5]0OHasz)s. Formula molecular: CgsoH15100565. MALDI-TOF MS:
MW promedio teérico: [M + Na]" m/z = 21802,8. MW observado: [M + Na]* m/z = a determinar.

Ejemplo 9
Sintesis en paralelo de dendrimeros 1, 11, 21, y 31

En la técnica anterior, un material calibrador de amplio espectro se obtiene mezclando cantidades apropiadas de
péptidos individuales, que se han preparado y purificado por separado, para producir un coctel de materiales
calibradores. La metodologia sintética descrita aqui y mostrada esquematicamente en la figura 5, sin embargo,
proporciona una manera Unica para preparar conjuntos de materiales calibradores partiendo de una mezcla de
materiales de partida comercialmente disponibles bien definidos, y dendronizandolos en paralelo.

Mediante repeticiones en serie de las etapas “i” y “ii” como se detalla en los EJEMPLOS 3 y 4 de Referencia (y
como se muestra, por ejemplo, en la figura 1), se pueden preparar dendrimeros con pesos moleculares
(aproximadamente) exponencialmente crecientes. Por ejemplo, partiendo con solamente el nucleo terminado en
hidroxilo C-3, la repeticién en serie de las etapas “i” y “ii” puede producir materiales calibradores de dendrimeros
monodispersos (por ejemplo, dendrimeros 1, 3, 5, 7, 9, etc., de la figura 1) que tienen pesos moleculares
aproximados de 730, 1690, 3610, 7450, 15100, y 30500. Partiendo de un nucleo diferente, que posee un nimero
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diferente de funcionalidades alcohdlicas (por ejemplo, el nucleo terminado en hidroxilo C-4, C-5 o C-6) se puede
preparar un amplio intervalo de materiales calibradores con una distribucién amplia.

Segun la presente invencion, la manera de obtener una mezcla de materiales calibradores es llevar a cabo el
procedimiento de dendronizacién usando una mezcla de nucleos en un solo lote (por ejemplo, mezclas
equimolares de los nucleos C-3, C-4, C-5, y/o C-6). Por ejemplo, y como se muestra en la figura 5, después de
una uUnica etapa de dendronizacion, la mezcla de cuatro nucleos producira un conjunto de dendrimeros de
“primera generacion” 1, 11, 21, y 31, que tienen pesos moleculares (con contraion de plata) de 839, 1059, 1279,
y 1585 (como se demuestra en la figura 6). Tras una repeticion adicional de las etapas “ii” y “i”, también mostrada
en la figura 5, el conjunto de materiales calibradores de “segunda generacion” (3, 13, 23, 33) tiene pesos
moleculares de 1800, 2340, 2880, y 3506 (como se demuestra en la figura 7). De esta manera, las repeticiones

en serie de las etapas “i” y “ii” permite el acceso rapido a una serie de conjuntos de 4 puntos (véanse, por
ejemplo, las FIGS. 6-12).

Debido a que el material calibrador mas deseable seria una mezcla de numerosos compuestos monodispersos
bien definidos (por ejemplo, como se muestra en el esquema de reaccion de la figura 5 y los espectros de las
FIGS. 6-12), esta técnica sintética descrita tiene la ventaja adicional de que los diferentes materiales calibradores
se pueden preparar juntos en un lote (dendronizando una mezcla selecta de nucleos), en lugar de preparar cada
especie por separado y mezclarlas después de aislar cada producto. Debido a que los intentos previos para
preparar dendrimeros buscaron un producto singular bien definido, este enfoque en paralelo es tanto inédito
como valioso a la hora de reducir el coste y el esfuerzo de preparar conjuntos de materiales calibradores.

Sintesis de CX-([G-1]Ph),, una mezcla equimolar de dendrimeros 1, 11, 21, y 31 (véase, por ejemplo, el
esquema de reaccion de la figura 5): Una mezcla equimolar de (trishidroximetil)etano (C3-OHs), pentaeritritol
(C4-OHy,), xilitol (C5-OHs), y dipentaeritritol (C6-OHs) se esterificod siguiendo el Procedimiento de Dendronizacion
General del EJEMPLO 3 de Referencia, usando el anhidrido de Bis-MPA protegido con bencilideno del
EJEMPLO 2 de Referencia y DMAP para dar la mezcla CX-([G-1]Ph), de dendrimeros 1, 11, 21, y 31. Como se
muestra en la figura 6, MALDI-TOF MS: MW exacto teodrico: [M + Ag]+ m/z = 839,220; 1059,293; 1279,367;
1585,514. MW observado: [M + Ag]+ m/z = 839,20; 1059,28; 1279,39; 1585,53. Como se puede apreciar a partir
de la figura 6, la mezcla de dendrimeros 1, 11, 21, y 31 proporciona una calibracion eficaz de cuatro puntos que
cubre el intervalo de masas de 800-1600.

Ejemplo 10
Sintesis en paralelo de dendrimeros 2, 12, 22, y 32

Sintesis de CX-([G-1]OH.),, una mezcla equimolar de dendrimeros 2, 12, 22, y 32 (véase, por ejemplo, el
esquema de reaccion de la figura 5): La mezcla de dendrimeros protegidos con bencilideno 1, 11, 21, y 31 del
EJEMPLO 9 se desprotegid usando 5% de Pd(OH)2/C y gas hidrogeno siguiendo el Procedimiento de
Desproteccion General del EJEMPLO 4 de Referencia, para dar la mezcla CX-([G-1]OH.), de dendrimeros 2, 12,
22, y 32. MALDI-TOF MS: MW exacto teodrico: [M + Na]" m/z = 491,210; 623,253; 755,295; 973,410. MW
observado: [M + Na]" m/z = 491,22; 623,05; 755,17; y 973,34 (no mostrado).

Ejemplo 11
Sintesis en paralelo de dendrimeros 3, 13, 23, y 33

Sintesis de CX-([G-2]Phy),;, una mezcla equimolar de dendrimeros 3, 13, 23, y 33 (véase, por ejemplo, el
esquema de reaccion de la figura 5): La mezcla de dendrimeros funcionalizados con hidroxilo 2, 12, 22, y 32 del
EJEMPLO 10 de Referencia se esterificd siguiendo el Procedimiento de Dendronizacion General del EJEMPLO 3
de Referencia, usando el anhidrido de Bis-MPA protegido con bencilideno del EJEMPLO 2 de Referencia y
DMAP para producir la mezcla CX-([G-2]Ph;), de dendrimeros 3, 13, 23, y 33. Como se muestra en la figura 7,
MALDI-TOF MS: MW exacto tedrico: [M + Ag]+ m/z = 1799,598; 2339,797; 2879,997; 3506,269. MW observado:
M+ Ag]+ m/z = 1799,59; 2339,85; 2880,01; 3506,25. Como se puede apreciar a partir de la figura 7, la mezcla
de dendrimeros 3, 13, 23, y 33 proporciona una calibracion eficaz de cuatro puntos que cubre el intervalo de
masas de 1800-3600.

Ejemplo 12

Sintesis en paralelo de dendrimeros 4, 14, 24, y 34

Sintesis de CX-([G-2]OH4),, una mezcla equimolar de dendrimeros 4, 14, 24, y 34 (véase, por ejemplo, el
esquema de reaccion de la figura 5): La mezcla de dendrimeros protegidos con bencilideno 3, 13, 23, y 33 del
EJEMPLO 11 se desprotegié usando 5% de Pd(OH)./C y gas hidrégeno siguiendo el Procedimiento de

Desproteccion General del EJEMPLO 4 de Referencia, para producir la mezcla CX-([G-2]OHs4), de dendrimeros
4,14, 24, y 34. Como se muestra en la figura 8, MALDI-TOF MS: MW exacto tedrico: [M + Na]" m/z = 1187,495;
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1551,631; 1915,768; 2365,979. MW observado: [M + Na]" m/z = 1187,46; 1551,62; 1915,78; 2365,98. Como se
puede apreciar a partir de la figura 7, la mezcla de dendrimeros 4, 14, 24, y 34 proporciona una calibracion eficaz
de cuatro puntos que cubre el intervalo de masas de 1200-2400.

Ejemplo 13
Sintesis en paralelo de dendrimeros 5, 15, 25, y 35

Sintesis de CX-([G-3]Phs);, una mezcla equimolar de dendrimeros 5, 15, 25, y 35 (véase, por ejemplo, el
esquema de reaccion de la figura 5): La mezcla de dendrimeros funcionalizados con hidroxilo 4, 14, 24, y 34 del
EJEMPLO 12 se esterifico siguiendo el Procedimiento de Dendronizacion General del EJEMPLO 3 de
Referencia, usando anhidrido Bis-MPA protegido con bencilideno del EJEMPLO 2 de Referencia y DMAP para
producir la mezcla CX-([G-3]Phs), de dendrimeros 5, 15, 25, y 35. Como se muestra en la figura 9, MALDI-TOF
MS: MW exacto tedrico: [M + Ag]+ m/z = 3720,354; 4900,805; 6081,257; 7347,781. MW observado: [M + Ag]+ m/z
= 3720,42; 4900,98; 6081,51; y 7348,00. Como se puede apreciar a partir de la figura 9, la mezcla de
dendrimeros 5, 15, 25, y 35 proporciona una calibracién eficaz de cuatro puntos que cubre el intervalo de masas
de 3600-7200.

Ejemplo 14
Sintesis en paralelo de dendrimeros 6, 16, 26, y 36

Sintesis de CX-([G-3]OHs),, una mezcla equimolar de dendrimeros 6, 16, 26, 36 (véase, por ejemplo, el esquema
de reaccion de la figura 5): La mezcla de dendrimeros protegidos con bencilideno 5, 15, 25, y 35 del EJEMPLO
13 se desprotegié usando 5% de Pd(OH)./C y gas hidrégeno siguiendo el Procedimiento de Desproteccién
General del EJEMPLO 4 de Referencia, para producir la mezcla CX-([G-3]OHsg), de dendrimeros 6, 16, 26, 36.
Como se muestra en la figura 10, MALDI-TOF MS: MW exacto tedrico: [M + Na]” m/z = 2580,063; 3408,389;
4236,715; 5151,115. MW observado: [M + Na]" m/z = 2580,10; 3408,41; 4236,80; 5151,28. Como se puede
apreciar a partir de la figura 10, la mezcla de dendrimeros 6, 16, 26, y 36 proporciona una calibracion eficaz de
cuatro puntos que cubre el intervalo de masas de 2500-5100.

Ejemplo 15
Sintesis en paralelo de dendrimeros 7, 17, 27,y 37

Sintesis de CX-([G-4]Phg);, una mezcla equimolar de dendrimeros 7, 17, 27, y 37 (véase, por ejemplo, el
esquema de reaccion de la figura 5): La mezcla de dendrimeros funcionalizados con hidroxilo 6, 16, 26, y 36 del
EJEMPLO 14 se esterifico siguiendo el Procedimiento de Dendronizacion General del EJEMPLO 3 de
Referencia, usando anhidrido Bis-MPA protegido con bencilideno, y DMAP para producir la mezcla CX-([G-
4]Phg), de dendrimeros 7, 17, 27, y 37. MALDI-TOF MS: MW promedio teérico: [M + Ag]+ m/z = 7561,9; 10022,8;
12483,8; 15030,8. MW observado: [M + Ag]+ m/z = 7562; 10023; 12484; 15031. Como se puede apreciar a partir
de la figura 11, la mezcla de dendrimeros 7, 17, 27, y 37 proporciona una calibracion eficaz de cuatro puntos que
cubre el intervalo de masas de 7500-15000.

Ejemplo 16
Sintesis en paralelo de dendrimeros 8, 18, 28, y 38

Sintesis de CX-~([G-4]OHss),, una mezcla equimolar de dendrimeros 8, 18, 28, y 38: La mezcla de dendrimeros
protegidos con bencilideno 7, 17, 27, y 37 del EJEMPLO 15 se desprotegié usando 5% de Pd(OH)./C y gas
hidrégeno siguiendo el Procedimiento de Desproteccion General del EJEMPLO 4 de Referencia, para producir la
mezcla CX-([G-4]OH1s), de dendrimeros 8, 18, 28, y 38. MALDI-TOF MS: MW promedio teérico: [M + Na]" m/z =
5365,2; 7121,9; 8878,6; 10721,4. MW observado: [M + Na]* m/z = 5366,619; 7123,504; 8880,111; 10722,572.
Como se puede apreciar a partir de la figura 12, la mezcla de dendrimeros 8, 18, 28, y 38 proporciona una
calibracion eficaz de cuatro puntos que cubre el intervalo de masas de 5500-10500.

Ejemplo 17
Sintesis en paralelo de dendrimeros 9, 19, 29, y 39

Sintesis de CX-([G-5]Ph1¢),, una mezcla equimolar de dendrimeros 9, 19, 29, y 39: La mezcla de dendrimeros
funcionalizados con hidroxilo 8, 18, 28, y 38 del EJEMPLO 16 se esterificaria siguiendo el Procedimiento de
Dendronizacion General del EJEMPLO 3 de Referencia, usando el anhidrido de Bis-MPA protegido con
bencilideno del EJEMPLO 3 y DMAP para producir la mezcla CX-([G-5]Ph+s), de dendrimeros 9, 19, 29, y 39.
MALDI-TOF MS: MW promedio teérico: [M + Ag]+ m/z = 15244,9; 20266,9; 25288,8; 30396,9. MW observado: [M
+ Ag]’ m/z = a determinar.
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Ejemplo 18
Sintesis en paralelo de dendrimeros 10, 20, 30, y 40

Sintesis de CX-([G-5]OHs2),, una mezcla equimolar de dendrimeros 10, 20, 30, y 40: La mezcla de dendrimeros
protegidos con bencilideno, 9, 19, 29, y 39 del EJEMPLO 17 se desprotegeria usando 5% de Pd(OH)./C y gas
hidrégeno siguiendo el Procedimiento de Desproteccion General del EJEMPLO 4 de Referencia, para producir la
mezcla CX-([G-5]0H32), de dendrimeros 10, 20, 30, y 40. MALDI-TOF MS: MW promedio teérico: [M + Na]'m/z =
10935,5; 14548,9; 18162,4; 21861,9. MW observado: [M + Na]* m/z = a determinar

Ejemplo 19
Ensayos de materiales calibradores - cavitando dendronizado

Para verificar la utilidad de los materiales calibradores de la presente descripciéon en la adquisicion de datos
exactos de MALDI-TOF con una resolucion elevada de masas, se examind un cavitando dendronizado (una
molécula sintética monodispersa), y los resultados se muestran en la figura 13A. El cavitando dendronizado
(Cav-([G1]-F)s, como se muestra en la figura 13B) tiene la férmula molecular C192H17604s. MALDI-TOF MS: MW
exacto tedrico: [M + Na]" m/z = 3272,122. MW observado: [M + Na]* m/z = 3272,06. Exactitud en la masa: 18,9

ppm.
Ejemplo 20
Ensayo de materiales calibradores - Poli(etilen)glicol, PEG 1970

Para verificar adicionalmente la utilidad de los materiales calibradores de la presente descripcién en la
adquisicién de datos exactos de MALDI-TOF con una resolucion elevada de masas, se examind un polimero
sintético PEG 1970 (un polimero polidisperso de tres oligémeros diferentes: un 33-mero, un 43-mero, y un 53-
mero). El peso molecular promedio numérico (M) de PEG 1970 es 1970, y su indice de polidispersidad (PDI) es
1,05. En las FIGS. 14-16 se muestran los resultados espectrométricos.

El 33-mero del PEG 1970 tiene la formula molecular CesH134034. Como se muestra en la figura 14, MALDI-TOF
MS: MW exacto tedrico: [M + Na]” m/z = 1493,865. MW observado: [M + Na]" m/z = 1493,96. Exactitud de la
masa: 63,6 ppm.

El 43-mero del PEG 1970 tiene la formula molecular CgsH174044. Como se muestra en la figura 15, MALDI-TOF
MS: MW exacto tedrico: [M + Na]” m/z = 1934,127. MW observado: [M + Na]’" m/z = 1934,20. Exactitud de la
masa: 37,7 ppm.

El 53-mero del PEG 1970 tiene la formula molecular C1osH214054. Como se muestra en la figura 16, MALDI-TOF
MS: MW exacto tedrico: [M + Na]’ m/z = 2374,389. MW observado: [M + Na]’ m/z = 2374,44. Exactitud de la
masa: 21,5 ppm.

Ejemplo 21
Ensayo de materiales calibradores - péptido patentado JF-1485

Para verificar adicionalmente la utilidad de los materiales calibradores de la presente descripcién en la
adquisicion de datos exactos de MALDI-TOF con una resolucion elevada de masas, se examiné el péptido JF-
1485 que tiene la formula CgsH11sN16022S5" (y que tiene una estructura patentada). Como se muestra en la figura
17, MALDI-TOF MS: MW exacto tedrico del aducto de H*: [M + H]" m/z = 1911,728. MW observado: [M + H]" m/z
=1911,68. MW exacto tedrico del aducto de Na™: [M + Na]’ m/z = 1933,7102. MW observado: [M + Na]’ m/z =
1933,69. MW exacto tedrico del aducto de K': [M + K]* m/z = 1949,6842. MW observado: [M + K]" m/z = 1949,60.
Exactitud de la masa: 25,1 ppm.

Nucleos terminados en hidroxilo alternativos

Como se apreciara por aquellos de pericia normal en la técnica, los dendrimeros de diversas funcionalidades
distintos de los descritos anteriormente se pueden sintetizar via el Procedimiento de Dendronizacién General del
EJEMPLO 3 de Referencia, seguido (opcionalmente) del Procedimiento de Desproteccion General del EJEMPLO
4 de Referencia. Esto se pudo lograr, por ejemplo, y sin pretender estar limitados, simplemente eligiendo un
nucleo terminado en hidroxilo diferente de los descritos anteriormente (por ejemplo, un nucleo distinto de 1,1,1-
tris(hidroximetil)etano, pentaeritritol, xilitol, o dipentaeritritol) para el Procedimiento de Dendronizacién General
del EJEMPLO 3 de Referencia. Los nucleos terminados en hidroxilo alternativos ejemplares incluyen, sin
pretender estar limitados: tripentaeritritol (ocho términos hidroxilo) y tetrapentaeritritol (diez términos hidroxilo).
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Aquellos que tienen pericia normal en la técnica también entenderan a partir de la descripcién anterior que cada
dendrimero creado via el Procedimiento de Dendronizacion General del EJEMPLO 3 de Referencia también
puede funcionar como un nucleo terminado en hidroxilo alternativo. Por ejemplo, el dendrimero representado por
C3-([G-2]OHa4)3 - dendrimero 4 de la figura 1 - posee doce términos -OH, cada uno de los cuales puede sufrir una
ronda de dendronizacion (via el Procedimiento de Dendronizacion General del EJEMPLO 3 de Referencia). El
dendrimero resultante puede sufrir entonces el Procedimiento de Desproteccion General del EJEMPLO 4 de
Referencia para producir aun otro dendrimero, y las etapas se pueden repetir para crear incluso dendrimeros
mas grandes. De este modo, los alcoholes que contienen de alrededor de 1 a muchos centenares de términos
hidroxilo (-OH) se pueden usar en el Procedimiento de Dendronizaciéon General del EJEMPLO 3 de Referencia
(preferiblemente polialcoholes, e incluyendo polioles lineales tales como poli(alcohol vinilico) y polioles
hiperramificados tales como poli(gliceroles)), y seguido (opcionalmente) por el Procedimiento de Desproteccion
General del EJEMPLO 4 de Referencia, para producir materiales calibradores Utiles para espectrometria de
masas, especialmente para técnicas de MALDI-TOF, ESI, APCI, y FAB. Ademas, las combinaciones de tales
alcoholes (y preferentemente polialcoholes) se usan en sintesis en paralelo (por ejemplo, como se describe en
los EJEMPLOS 9-18) para crear un panel de materiales calibradores utiles a lo largo de un amplio intervalo de
relaciones m/z.

Ademas, la quimica de acilacién de acoplamiento usada para convertir alcoholes en los ésteres correspondientes
durante la etapa de “acoplamiento” o “dendronizaciéon” como se describe en el EJEMPLO 3 de Referencia es
igualmente susceptible a la reaccion de acilacion, usando los mismos reactivos, que convierte aminas en amidas.
Como resultado, también se pueden usar moléculas de nucleos de poliamina (como moléculas centrales),
incluyendo familias comercialmente disponibles de poliaminas dendriticas, tales como los dendrimeros de
poli(amidoamina) (PAMAM) y de poli(propilenamina) (PPI).

Trismonémero

El monémero de bis-MPA protegido con bencilideno descrito anteriormente se puede modificar sustituyendo el
grupo metilo colgante por un grupo hidroximetilo, para producir un trismonémero protegido, como se muestra en
la Formula 1 a continuacion:

Sustituyendo el grupo metilo colgante por un grupo hidroximetilo del monémero del anhidrido de bis-MPA
protegido con bencilideno (mondmero del anhidrido del acido bis(5-metil-2-fenil-1,3-dioxano-5-carboxilico)), cada
capa de dendrimero podria contener tres ramas, en lugar de las dos ramas mostradas en las FIGS. 1-5. En otras
palabras, usando el monémero de Férmula 1 en el Procedimiento de Dendronizacién General del EJEMPLO 3 de
Referencia, y subsiguientemente en el Procedimiento de Desproteccion General del EJEMPLO 4 de Referencia,
cada punto de ramificacion produciria tres ramas, en lugar de las dos ramas mostradas en las FIGS. 1-5. Por
ejemplo, partiendo de 1,1,1-tris(hidroximetil)etano y usando el trismonémero de Férmula 1 para una ronda de
dendronizacién y desproteccion segun los EJEMPLOS 3 y 4 de Referencia, respectivamente, se produciria un
material calibrador C3 - C3-([G-1]OHzs)3 - segun la Férmula 2 (y similar al dendrimero 2):

Férmula 1

Ho HQ

HO

o

O ~OH
O % OH
0
OH
HO O
HO
HO

Férmula 2

Los grupos -OH de la Férmula 2 se pueden proteger usando ortoésteres de metilideno para llevar a cabo las
etapas de dendronizacion y desproteccion subsiguientes.
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Ajuste de los dendrimeros

Debido a que los dendrimeros descritos se originan casi exclusivamente a partir del monémero del acido
bis(hidroximetil)propanoico, la composicion de la estructura global se puede ajustar faciimente mediante cambios
sutiles en la estructura monomeérica. Tal ajuste podria incluir la modificacion de un grupo metilo colgante y/o la
sintesis de dendrimeros usando mondémero enriquecido isotépicamente en 2c.

Las masas atdmicas exactas de todos los atomos estan proximas a, pero no exactamente, nimeros enteros.
Debido a que los compuestos de peso molecular (MW) mas grande comprenden multiples atomos, tienen un
defecto de masa significativo - una compensacion de la masa nominal (el valor de la aproximacion entera mas
proxima del isétopo mas abundante para cada masa atomica). Explicado de forma simple, el defecto masico es
la diferencia entre la “masa nominal” aproximada en numero entero y la masa monoisotépica observada
realmente. El defecto masico se puede usar para identificar clases de compuestos, y se puede usar para
distinguir biomoléculas naturales de las modificadas de forma no natural. Ajustando la composicion elemental de
la cadena principal dendrimérica, el defecto masico se puede ajustar para asegurarse de que no solapen con -y
que se puedan diferenciar faciimente de - compuestos naturales. Tal ajuste también puede facilitar el analisis
automatizado de datos simplificando la distincion entre el analito y el calibrador. Debido a que los dendrimeros
descritos estan hechos predominantemente de multiples capas del mismo mondmero, el ajuste de la
composicion elemental de ese mondmero permite que se ajuste el defecto masico de todos los dendrimeros
descritos. Por ejemplo, un péptido promedio exhibira el defecto masico de “avergina” de +0,506 daltons (Da) por
1000 Da de peso molecular. “Avergina” es el aminoacido “promedio” tedrico con respecto a su composicion
elemental (con la formula molecular no entera: Ca g3saH7,7583N1,357701,4773S0,0417), Y que se puede usar para
calcular la composicion elemental esperada y el defecto masico de péptidos y proteinas a lo largo de un intervalo
de pesos moleculares. Los dendrones funcionalizados con hidroxilo (véanse, por ejemplo, los dendrimeros 2, 4,
6, 8, etc.) exhiben un defecto masico de +0,42 + 0,02 Da por 1000 Da de peso molecular, mientras que los
dendrones funcionalizados con bencilideno (véanse, por ejemplo, los dendrimeros 1, 3, 5, 7, 9, etc.) exhiben un
defecto masico de 0,39 + 0,02 Da por 1000 Da de peso molecular. A fin de diferenciar adicionalmente este
defecto de masa, el metilo colgante de los dendrones funcionalizados con hidroxilo se puede modificar o
funcionalizar con una variedad de cadenas alquilicas mas largas o con cadenas alquilicas halogenadas, sin
ningun efecto significativo sobre el procedimiento sintético. Esto se puede lograr modificando el monémero del
anhidrido de bis-MPA protegido con bencilideno (monémero del anhidrido del acido bis(5-metil-2-fenil-1,3-
dioxano-5-carboxilico)) en la posicién 5-metilo como se muestra en la Férmula 3 a continuacion:

0] 0
O 0 0

X X

0 0
En la Féormula 3, X puede ser: alquilo (por ejemplo, CH3, CH,CH3, CH,CH>CHs, o (CH.),CHs, en el que n es un
nimero entero de 0 a 16); CH>-O-CH2-Ph, en el que Ph representa fenilo; CQs, en el que “Q” representa
halégeno, preferentemente fltor (F) o cloro (Cl) (por ejemplo, CF3, CCls, etc.); o (CQ2),.CQs, en el que “Q”
representa halégeno, preferentemente fldor (F) o cloro (Cl), y en el que n es un numero entero de 1 a 16. Por
ejemplo, se puede demostrar un desplazamiento bastante significativo en el MW sustituyendo el grupo metilo por
un grupo trifluorometilo, que da como resultado un desplazamiento en el defecto masico hasta +0,11 + 0,02 Da
por 1000 Da de MW. El defecto de la masa molecular también se puede modificar mediante una funcionalizacion
simple de la periferia con un sustituyente con el defecto masico deseado. A pesar de la modificaciéon en “X”, la
sintesis de dendrimeros usando el monémero protegido con bencilideno de Férmula 3 puede transcurrir via

iteraciones en serie del Procedimiento de Dendronizacion General del EJEMPLO 3 y el Procedimiento de
Desproteccion General del EJEMPLO 4.

Férmula 3

A medida que aumenta el peso molecular de las moléculas que contienen carbono, el predominio natural de 3c
(abundancia natural = 1,109%) en las moléculas conduce a un ensanchamiento de la distribucion isotopica
molecular en sus espectros de masas. Por encima de alrededor de 8000 Da, la sefial que corresponde a la
especie monoisotdpica (que solamente tiene 12C) es tan pequefia, con respecto a la especie poliisotdpica, que la
determinacién exacta de la masa es dificil debido a que el pico de la especie monoisotépica es dificil de
identificar entre los picos de la especie poliisotdpica. En consecuencia, la presencia de especie poliisotdpica
reduce enormemente la resolucion de los calculos del peso molecular. Tomese, por ejemplo, la Férmula 4:
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HO OH

OH

Formula 4,

que se puede representar mediante la formula CsH1204. Debido a que mas del 1% de C es 3C, el MS de
cualquier compuesto que contenga carbono exhibira mayores sefiales de peso molecular, que corresponden a
estos |sotopos de "*C. A medida que aumenta el nimero de carbonos en un compuesto, aumenta la probabilidad
de que 3C esté presente en el compuesto. Esto se observa en la distribucién isotépica del monémero de
Férmula 4, que tiene una masa exacta de 136,07356, exhibe una sefial monoisotopica a 136,07356 (m/z;
intensidad de sefal relativa de 100,0%), y una especie de mayor peso molecular a 137,07691 (m/z; intensidad de
sefial relativa de 5,4%). Al aumentar el contenido de carbono (por ejemplo, sin pretender estar limitados, 500
atomos de carbono por molécula), la distribucion estadistica de pesos moleculares de las diferentes especies
poliisotépicas se hace tan ancha que el pico mon0|sotop|co individual se puede hacer dificil de resolver. La
abundancia nativa de %C es 98,89%, de *C es 1, 109% de 'H es 99,99%, de ?H es 0,01%, de °0 es 99,76%, de
®0 es 0,20%, y de "0 es 0,04%. El isétopo de °C es el mayor isétopo mas comun en la mayoria de los
compuestos organicos. De este modo, la manera mas simple de estrechar la distribucion |sotop|ca a pesos
moleculares elevados es comenzar con materiales de construccion en los que se ha agotado el Bc - por
ejemplo, materiales de partida en los que todo el carbono es '2C. Debido a que los dendrimeros descritos se
originan casi exclusivamente a partir del monémero de acido bis(hidroximetil)propanoico, si la sintesis se lleva a
cabo con mondmero enriquecido isotépicamente en '2C, entonces el ensanchamiento de los picos espectrales de
masas se reducira sustancialmente, y se puede lograr facﬂmente una calibracion de elevada exactitud por
enC|ma de 10000 Da. Aunque el ensanchamiento isotdpico debido a '®0 es mucho menos pronunciado (debido a
que %0 representa solamente 0,201% de todas las especies de O), también se puede llevar a cabo el
enriquecimiento isotdpico en '°O para mejorar la exactitud incluso mas. No se espera que estos enriquecimientos
isotopicos contemplados aqui tengan ningun efecto sobre los parametros sintéticos, mas alla de alterar
sutilmente los pesos moleculares de los agentes reaccionantes y los productos dendriméricos.

Como se muestra en el Procedimiento de Dendronizacion General para la Preparacion de CX-([G-n]Php),
descrito en el EJEMPLO 3 de Referencia, las funcionalidades alcohdlicas del mondmero se deben “proteger” a
fin de controlar el crecimiento iterativo del dendrimero que produce estructuras monodispersas exactas. Dos
alcoholes se pueden proteger simultaneamente con bencilideno (descrito en el EJEMPLO 3 de Referencia y
mostrado mas abajo en la Férmula 5), y aquellos de pericia normal en la técnica también reconoceran que se
pueden proteger con acetonldo (Formula 6) u otro grupo protector acetalico o cetallco (véanse, por ejemplo, las
Férmulas 7 y 8, en las que R®esHo CHs, R*es F, CHs, CeHsOCH3, 0 CsH4sNOo, RS es CHaF, Si(CHs)s, CsHsNO2,
CH>OCHj3, CsHgO (éter tetrahidropiranilico), o SiF»t-Bu, y en las que Ph es fenilo).

O,
DLL{ \ Férmula 5 s °>< Férmula 6
2K 2

Férmula 7

Férmula 8

En “Protective Groups in Organic Synthesis” por P. G. M. Wuts y T. W. Greene (42 edicién, 2007, John Wiley and
Sons Inc. Hoboken, NJ) se pueden encontrar ejemplos adicionales de grupos protectores. Ademas, también se
puede usar un numero de enlaces de éter labiles, incluyendo éteres bencilicos, éteres bencilicos sustituidos, y
éteres sililicos, en lugar de, o ademas de, permitir la sintesis de dendrimeros estructuralmente puros.
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REIVINDICACIONES
1. Composicién de dendrimeros que comprende una mezcla de dendrimeros de diferentes pesos moleculares de
férmula (Nucleox)(DM)x, 0 una forma tautomérica de la misma, o una sal de la misma, o un solvato de la misma,
en la que x es un numero entero de 3 a 6, y en la que:

A) El nucleoy representa cualquiera de las combinaciones de:

A1)

cuando x = 3;

A.2)

cuando x = 4;

A.3)

cuando x = 5;

A.4)
<
1{0 0 o}"-

cuando X = 6;y

B) D representa
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C) M representa R', 0 R%,, en la que:

C.1)R'es:
O
0O
X
0
5 2
y
C2)R%es
10
o]
OH
X
OH N
y
15 D)R*es D o M;
E)res p-1;
F)pes2™;
20
G) n es un nimero enterode 1 a 10; y
H) X se selecciona de entre el grupo que consiste en (CQ2)aCQs y CH,-O-CH2-Ph, en la que Q
representa, independientemente, H o halégeno, Ph representa fenilo, y a es un nimero entero de 0 a 16.
25
2. Composicién de dendrimeros que comprende una mezcla de dendrimeros de diferentes pesos moleculares de
férmula (Nucleox)(DM)x, 0 una forma tautomérica de la misma, o una sal de la misma, o un solvato de la misma,
en la que x es un numero entero de 3 a 6, y en la que:
30 A) El nucleoy representa cualquiera de las combinaciones de:
A1)
O,
//Eo
%o »
35

cuando x = 3;

A.2)

40 z{o "s\r

cuando x = 4;

A.3)
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No o
1{0\)\(@0\}:

cuando x = 5;y

A.4)

cuando x = 6;

B) D representa

@
RS
-
o RE
O/
R3 :
C) M representa R', o R%,, en la que:
C.1)R'es:
O
Q /\©
—O
O
y
C2)R%es
O
OH
CH
CH
y
D) ResDo M;
E)res p-1;
F)pes3™"y

G) n es un numero entero de 1 a 10.
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3. Composicidon segun la reivindicacion 1 o 2, en la que A.1, A.2, A3, y A4 estan presentes en cantidades
equimolares.

4. Composicion segun la reivindicacion 1, 2, o 3, en la que A.1, A.2, A3, A4, B, C, o cualquier combinacion de
los mismos estan enriquecidos isotépicamente.

5. Composicidn segun la reivindicacion 1, 2, 3, 0 4, en la que B y C estan enriquecidos isotopicamente.

6. Composicion segun la reivindicacion 4 o 5, en la que dicho enriquecimiento isotc')gico es enriquecimiento
isotépico en '2c, enriquecimiento isotépico en %0, 0 enriquecimiento isotépico en 2c y ‘e,

7. Procedimiento de fabricacion de una composicion de dendrimeros, que comprende las etapas de:

A) proporcionar una combinacion de nucleos seleccionados de entre el grupo que consiste en 1,1,1-
trishidroxietiimetano, pentaeritritol, xilitol y dipentaeritritol;

B) someter la combinacién de nucleos a un ciclo de dendronizacion;
C) opcional y subsiguientemente, someter la combinacion de nucleos a un ciclo de desproteccion;
D) opcional y subsiguientemente, repetir las etapas B) y C); y

E) opcional y subsiguientemente, repetir la etapa D), como se desee, para lograr asi dicha composicion
de dendrimeros.

8. Procedimiento segun la reivindicacion 7, en el que dicha combinacién de nucleos es la combinacion de 1,1,1-
trishidroxietiimetano, pentaeritritol, xilitol, y dipentaeritritol.

9. Procedimiento segun la reivindicacion 7 u 8, en el que la etapa B) comprende utilizar monémero del anhidrido
del acido bis(5-metil-2-fenil-1,3-dioxano-5-carboxilico).

10. Procedimiento segun la reivindicacion 7 u 8, en el que la etapa B) comprende utilizar el compuesto de
Férmula 1:

(Férmula 1).
11. Procedimiento de calibracion de un espectrémetro de masas, comprendiendo el procedimiento:

A) proporcionar por lo menos una mezcla de dendrimeros segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6,
en el que dichos dendrimeros presentan unas determinadas propiedades fisicas;

B) ionizar dicha mezcla de dendrimeros para proporcionar unos iones de dichos dendrimeros;
C) recoger los datos de dichos iones; y
D) relacionar dichos datos con dichas determinadas propiedades fisicas.

12. Procedimiento de determinacién de las propiedades fisicas de una muestra, comprendiendo el
procedimiento:

A) proporcionar por lo menos una mezcla de dendrimeros segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6,
en el que dichos dendrimeros presentan unas determinadas propiedades fisicas;

B) proporcionar una muestra;
C) combinar por lo menos una parte de la muestra con por lo menos una parte de dicha mezcla;
D) ionizar la muestra y la mezcla de dendrimeros en tandem para proporcionar iones de dichos

dendrimeros, y uno o mas iones de dicha muestra;
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E) recoger los datos de dichos iones de dicha mezcla de dendrimeros y uno o mas iones de dicha
muestra; y

F) relacionar dichos datos con dichas determinadas propiedades fisicas de dicha mezcla de dendrimeros,
determinando asi dichas propiedades fisicas de la muestra.
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