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DESCRIPCION

Nanoparticulas.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a nanoparticulas, y en particular a nanoparticulas que tienen ligandos inmovilizados
que comprenden grupos hidratos de carbono, y a su uso en el estudio de la interaccién de estos ligandos con otras
especies. La presente invencion se refiere ademads a aplicaciones de las nanoparticulas, por ejemplo para screenings,
diagnosis y terapia.

Antecedentes de la invencion

Existen tres clases importantes de biopolimeros, los 4cidos nucleicos, las proteinas y los hidrato de carbono. La
estructura y las interacciones de las proteinas y los dcidos nucleicos se han estudiado de manera extensiva en la técnica
y el hecho de que la sintesis de las proteinas y los dcidos nucleicos se efectie dirigida con una plantilla y que estos
polimeros sean lineales ha dado lugar a que las técnicas para su produccién y su estudio se hayan automatizado
ampliamente.

Sin embargo, los hidratos de carbono y sus interacciones con otras especies son también de extrema importancia
biolégica y no han sido objeto de estudios concertados. La dificultad en el estudio de los hidratos de carbono y sus
interacciones proviene de la diversidad de los enlaces de los hidratos de carbono y del hecho de que no existen técnicas
andlogas a la clonacién para amplificar y modificar los hidratos de carbono. Por el contrario, el complejo camino de
multietapas en el que se ensamblan los hidratos de carbono en las células significa que los hidratos de carbono y los
glicoconjugados asociados tales como glicoproteinas y glicolipidos se caracterizan por un alto grado de variabilidad
y no resulta trivial su sintesis o su estudio. Ademads, las interacciones mediadas por hidratos de carbono tienden a
ser débiles y polivalentes y, por consiguiente, dificiles de detectar. Por tanto, no existen en la técnica herramientas
satisfactorias para llevarlo a cabo.

Sin embargo, a pesar de estas caracteristicas, las interacciones mediadas por hidratos de carbono son biolégica-
mente importantes. Las superficies de muchos tipos de células estdn cubiertas con una densa capa de glicoconjugados
que dan lugar a los denominados glicocdlices. Se cree que el glicocdliz es el responsable de las fuerzas repulsivas
que evitan la adhesion no especifica de las células. Sin embargo, en algunas configuraciones de las células, la barrera
repulsiva se encuentra contrabalanceada por la formacién de contactos célula-célula a través de fuerzas atractivas'.
Ahora existe evidencia de que, aparte de las bien conocidas interacciones de hidratos de carbono-proteina!?, las célu-
las usan las interacciones atractivas entre la superficies de los hidratos de carbono como un nuevo mecanismo para la
adhesién y reconocimiento de las células®. Un hecho caracteristico de estas interacciones es su baja afinidad, que estd
compensada mediante una presentacion polivalente de ligandos y receptores en la superficie de las célulast™.

Las investigaciones de las interacciones entre hidratos de carbono-proteina polivalentes se han llevado a cabo
usando diferentes sistemas de modelos de hidratos de carbono multivalente!. Los ejemplos de aproximaciones en
antecedentes de la técnica incluyen conjuntos de dos dimensiones de glicoconjugados sobre superficies de oro', el
uso de liposomas para desplegar los hidratos de carbono, la tecnologia de dendrimeros y el uso de polimeros para
proporcionar conjuntos de hidratos de carbono esféricos y lineales™?. Sin embargo, los problemas del estudio de
las interacciones que implican hidratos de carbono se encuentran lejos de estar resueltos y existe en la técnica una
continua necesidad de nuevos procedimientos y herramientas para llevarlo a cabo.

Resumen de la invencion

De manera amplia, la presente invencién proporciona materiales y procedimientos para el estudio y la modula-
cion de la interaccién de los hidratos de carbono que contienen partes con otras especies. En particular, la presente
invencién proporciona particulas pequeiias, p.e., grupos de dtomos de metal y opcionalmente semiconductores, que se
pueden emplear como substrato para inmovilizar una diversidad de ligandos, comprendiendo estos ligandos a grupos
de hidratos de carbono. Estas “nanoparticulas” se pueden usar a continuacion para estudiar las interacciones media-
das por hidratos de carbono, p.e., con otros hidratos de carbono o proteinas, y como reactivos terapéuticos o para
diagnéstico. Por tanto, la presente invencién proporciona un medio para dar lugar a un conjunto esférico del ligando
inmovilizado sobre una particula detectable. En algunas realizaciones, las particulas tienen la ventaja adicional de que
son solubles, p.e., en agua y en diferentes solventes organicos, y se pueden usar en diversos formatos de aplicaciones
homogéneas.

De acuerdo con ello, en un primer aspecto, la presente invencion proporciona una particula que comprende un
ntcleo de dtomos de metal enlazados covalentemente a por lo menos 20 ligandos, en donde los ligandos comprenden
grupos hidratos de carbono. Los ligandos pueden comprender los grupos hidratos de carbono s6los o en combinacién
con péptidos, dominios de proteina, segmentos de dcido nucleico o grupos fluorescentes.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona composiciones que comprenden poblaciones de una
0 mas de las particulas definidas anteriormente. En algunas realizaciones, las poblaciones de nanoparticulas pueden
tener diferentes densidades de los mismos o diferentes ligandos unidos al nticleo.
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En otro aspecto, la presente invencion proporciona las particulas definidas anteriormente para su uso en un proce-
dimiento de tratamiento quimico.

En todavia otro aspecto, la presente invencion proporciona el uso de las particulas definidas anteriormente para la
preparacién de un medicamento para el tratamiento de una condicién que se mejora mediante la administracién del
ligando. A modo de ejemplo, esto puede ocurrir cuando el ligando bloquea una interaccién mediada por hidratos de
carbono que, de otra manera, tiende a llevar a una patologia.

En esta realizacion, la presente invencion tiene ventajas sobre las aproximaciones que existen en la técnica anterior
para el tratamiento de las condiciones que implican interacciones mediadas por hidratos de carbono. Tal como se ha
descrito anteriormente, de manera tipica las interacciones son polivalentes mientras que el agente usado para tratar las
interacciones solo es capaz, a menudo, de modular una o unas pocas de estas interacciones. El resultado es que resulta
dificil que un agente llegue al punto de la interaccién que es capaz de modular fiablemente la interaccién del efecto
terapéutico deseado. En contraste con este problema, la presente invencién proporciona agentes que tienen una diver-
sidad de ligandos para la modulacién de las interacciones mediadas por hidratos de carbono, salvando potencialmente
la dificultad en la modulacién de las interacciones polivalentes.

En las realizaciones preferidas, el didmetro medio del nicleo, preferiblemente el nicleo metélico, tiene entre
0,5 y 100 nm, més preferiblemente entre 1 y 50 nm, y todavia mds preferiblemente entre 1 y 20 nm. El didmetro
medio se puede medir usando sistemas bien conocidos en la técnica, tal como la microscopia electrénica de transmi-
sién.

El material del nicleo puede ser un metal y opcionalmente comprende ademds un semiconductor, y puede estar
formado por més de un tipo de dtomo. Preferiblemente, el material del nicleo es un metal seleccionado entre Au,
Ag o Cu. También se han descrito niicleos de nanoparticulas formadas por aleaciones, incluyendo Au/Ag, Au/Cu,
Au/Ag/Cu, Au/Pt, Au/Pd y Au/Ag/Cu/Pd y se pueden usar en la presente invencion. Los materiales preferidos para el
nucleo son Au y Ag, siendo el Au el material mas preferido. Cuando se usan agregados de oro, preferiblemente tienen
entre aproximadamente 100 y 500 dtomos de oro para proporcionar didmetros del niicleo en el rango del nanémetro.
Otros materiales del nuicleo particularmente ttiles son, o estdn recubiertos con uno o mas dtomos que son, activos a la
RMN, permitiendo asi que las nanoparticulas se puedan detectar usando la RMN, tanto in vitro como in vivo. Ejemplos
de dtomos activos a la RMN incluyen el gadolinio y el europio.

Los nicleos de nanoparticulas que comprenden dtomos semiconductores se pueden detectar como cristales semi-
conductores a escala de nanémetro y son capaces de actuar como punto de quantun, es decir, pueden absorber luz,
con lo cual se excitan electrones de los materiales a niveles de energia superiores, y consecuentemente liberan fotones
de luz a frecuencias caracteristicas del material. Un ejemplo de material de niicleo semiconductor es el seleniuro de
cadmio.

Las nanoparticulas y los resultados de sus interacciones se pueden detectar usando diferentes técnicas bien cono-
cidas por los expertos. Estas técnicas pueden ir desde detectar la agregacion que resulta cuando las nanoparticulas se
unen a otras especies, p.e., mediante una inspeccion visual simple o mediante el uso de dispersion de luz (transmitan-
cia de una solucién que contiene las nanoparticulas), hasta el uso de técnicas sofisticadas tales como la microscopia
electrénica de transmision (TEM) o la microscopia de fuerza atémica (AFM) para visualizar las nanoparticulas. Otro
método para detectar las particulas metdlicas es el empleo de resonancia plasménica, es decir la excitacion de electro-
nes en la superficie de un metal, normalmente originada por radiacion 6ptica. El fenémeno de la resonancia plasmoénica
de superficie (SPR) existe en la interfase de un metal (tal como Ag o Au) y un material dieléctrico tal como el aire o
el agua. Debido a que tienen lugar cambios en la SPR cuando los analitos se unen al ligando inmovilizado sobre la
superficie de una nanoparticula, se produce un cambio del indice de refraccién de la interfase. Una ventaja adicional de
la SPR es que se puede usar para controlar las interacciones a tiempo real. Tal como se ha mencionado anteriormente,
si las nanoparticulas incluyen, o estin recubiertas con, &tomos que son activos a la RMN, entonces esta técnica se
puede usar para detectar las particulas, tanto in vitro como in vivo, usando técnicas bien conocidas por los expertos.
Las nanoparticulas también se pueden detectar tal como se ha descrito en!™!, usando un sistema basado en una ampli-
ficacion de sefial cuantitativa, empleando la reduccién de la plata (I) promovida por la nanoparticula y usando como
lector un digitalizador de iméagenes plano. Si las nanoparticulas incluyen ligandos que combinan los grupos hidratos
de carbono y sondas fluorescentes se puede usar la espectroscopia de fluorescencia. También se puede usar el marcado
isotopico de los hidratos de carbono para facilitar su deteccion.

El ligando unido al niicleo comprende uno o mas grupos hidratos de carbono (sacdridos), p.e., comprende un po-
lisacarido, un oligosacérido o un tnico grupo sacdrido. Fl ligando también puede ser un glicanoconjugado tal como
un glicolipido o una glicoproteina. Ademads del grupo de los hidratos de carbono, el ligando puede comprender adi-
cionalmente uno o més grupos peptidicos, un dominio proteina, una molécula de acido nucleico (p.e., un segmento de
DNA) y/o una sonda fluorescente.

Las particulas pueden tener mas de una especie de ligando inmovilizado sobre ellas, p.e., 2, 3, 4, 5, 10, 20 0 100
ligandos diferentes. Alternativa o adicionalmente, se pueden emplear conjuntamente diferentes tipos de particulas.

En la presente invencién, el nimero medio de ligandos unidos a un miicleo metélico individual de la particula es por
lo menos de 20 ligandos, preferiblemente por lo menos 50 ligandos, y mas preferiblemente por lo menos 100 ligandos.
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Las densidades preferidas de ligandos se encuentran en el rango de 70-100 ligandos por cada 200 dtomos de oro, tal
como se determina mediante andlisis elemental.

Los ligandos se encuentran unidos covalentemente al nicleo de las particulas. Los protocolos para llevarlo a cabo
resultan conocidos en la técnica, aunque el trabajo descrito en este documento es el primer informe de las reacciones
que se usan para enlazar covalentemente los ligandos hidratos de carbono al nicleo de la particula. Se puede llevar
a cabo mediante la reaccién con oro de ligandos con grupos terminales reductores, bajo condiciones reductoras. Un
procedimiento preferido para la preparacion de las particulas emplea grupos de hidratos de carbono con derivados tiol
para acoplar los ligandos a las particulas. Por tanto, en un aspecto, la presente invencién proporciona un procedimiento
para la preparacion de las particulas anteriormente definidas, y el procedimiento comprende:

-- sintesis de un derivado sulfuro del ligando;

-- reaccion del ligando derivatizado con sulfuro con el 4dcido tetraclorodurico en presencia de un agente re-
ductor para dar lugar a las particulas.

En una realizacion preferida, el ligando se derivatiza en forma de un disulfuro protegido. De manera conveniente,
el ligando protegido con disulfuro, en metanol, se puede afiadir a una solucién acuosa de 4cido tetraclorodurico. Un
agente reductor preferido es el hidruro de boro y sodio. Otras condiciones preferidas del procedimiento se describen
en los ejemplos que siguen.

Lapresente invencion proporciona una manera de presentar un conjunto esférico de ligandos que contienen hidratos
de carbono y que presentan ventajas sobre otros tipos de conjuntos propuestos en la técnica anterior. En particular,
las nanoparticulas son solubles en muchos solventes organicos y especialmente en agua. Esta solubilidad puede ser
usada en su purificacidn y significa, de manera importante, que se pueden usar en solucién como macroconjuntos para
exponer el ligando inmovilizado sobre la superficie de la particula. El hecho de que las nanoparticulas sean solubles
tiene la ventaja de presentar los hidratos de carbono en una conformacién natural. Para aplicaciones terapéuticas, las
nanoparticulas no son toxicas, son solubles y se excretan en la orina.

En la técnica se conocen diferentes interacciones mediadas por hidratos de carbono y se pueden estudiar o modular
usando las nanoparticulas descritas en este documento. Estas interacciones incluyen la adhesion leucocito-célula en-
dotelial, interacciones de hidratos de carbono-anticuerpo, hidratos de carbono-infecciones proteina bacteriana y viral,
reconocimiento immunolégico de células tumorales, células tumorales-células endoteliales (p.e., para estudiar metds-
tasis) y reconocimiento de tejido y células extrafias. Los siguientes ejemplos de aplicacion de las nanoparticulas se
proporcionan a modo de ilustracién y no de limitacién, como soporte de la amplia aplicabilidad de las tecnologias
descritas en este documento.

En general, ha constituido un problema dificil en la técnica el detectar o modular las interacciones mediadas por
hidratos de carbono debido a que la unién de los hidratos de carbono a otras especies tales como proteinas u otros
hidratos de carbono es muy débil y, para modular la interaccién, los agentes monovalentes sélo han tenido un éxito
limitado en la supresion de las interacciones basadas en hidratos de carbono polivalentes.

En las realizaciones de la invencién relacionadas con las interacciones de hidratos de carbono con hidratos de
carbono, se pueden identificar dos tipos de interacciones. En las interacciones homofilicas, los hidratos de carbono
idénticos interaccionan uno con otro y se pueden detectar mediante un incremento sostenido de la concentracion
de particulas que tienen una unica especie de ligandos inmovilizados sobre la superficie hasta que tiene lugar la
agregacion. Ello se puede detectar mediante dispersion de la luz o mediante efectos electronicos. Las interacciones
heterofilicas se pueden detectar mezclando dos o mas nanoparticulas diferentes y determinando el estado de agregacion
de las particulas.

Por tanto, la presente invencioén proporciona una plataforma versdtil para el estudio y modulacién de las inter-
acciones mediadas por hidratos de carbono. Por ejemplo, las particulas se pueden usar para detectar los anticuerpos
antihidratos de carbono, detectando la unién de los anticuerpos a los ligandos sobre la superficie a través de la disper-
sién de la luz con el fin de detectar la agregacion de las particulas, o los efectos de los campos eléctricos, tales como la
resonancia plasmonica de supetficie, que puede modificarse cuando los dtomos de metal en las particulas se agregan
entre si.

En un ejemplo de este aspecto de la invencidn, las nanoparticulas se pueden emplear para determinar los grupos de
sangre, tal como se efectiia en medicina de manera normal para determinar los donantes y receptores compatibles en
una transfusién de sangre. Los grupos de la sangre son debidos a que las bacterias comunes en el intestino tienen anti-
genos de hidratos de carbono que son similares o idénticos a los antigenos de los grupos de la sangre presentes sobre
la superficie de las células rojas de la sangre, y estos antigenos bacterianos estimulan la produccién de anticuerpos en
individuos que no llevan los correspondientes antigenos en sus propias células rojas de la sangre. Por tanto, el suero
de un individuo se analiza para los anticuerpos que aglutinan las células rojas de la sangre del donante y viceversa,
en un ensayo cruzado para detectar los anticuerpos potencialmente perjudiciales en el receptor. En la actualidad, la
determinacién del grupo de la sangre se lleva a cabo usando estos ensayos de aglutinacién que son inconvenientes y
no facilmente susceptibles de automatizacion o de realizacion en gran nimero de muestras.
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Los antigenos del grupo de la sangre son hidratos de carbono, p.e., para el antigeno comun:

Tipo 0 R-GlcNAc-Gal(Fuc)

Tipo A R-GlcNAc-Gal(Fuc)-GalNAc
Tipo B R-GlcNAc-Gal(Fuc)-Gal
Tipo AB Antigenos Tipo Ay Tipo B

Por tanto, se pueden preparar poblaciones de nanoparticulas que tengan los antigenos de los grupos de la sangre
inmovilizados sobre su superficie. Asi, si una muestra contiene suero capaz de unirse al antigeno del grupo de la sangre
y, a continuacion, se afiaden las nanoparticulas a una muestra de un paciente es posible determinar el tipo de sangre
de los donantes y los receptores.

Otra aplicacién de las nanoparticulas es modular la inflamacién. En particular, miembros de la familia de las se-
lectinas participan en la unién inicial de las células blancas de la sangre (leucocitos) a las células endoteliales durante
el proceso del reclutamiento de leucocitos en el tejido inflamado. La L.-selectina se expresa sobre los leucocitos, la P-
selectina sobre las plaquetas y la E-selectina sobre las células endoteliales. ILa E-selectina y la P-selectina se inducen
sobre las células endoteliales en respuesta a las citoquinas pro-inflamatorias y se unen a los receptores ELLAM sobre
la superficie de las células endoteliales. La L-selectina se expresa constitutivamente sobre los leucocitos circulantes
y se une a las glicoproteinas expresadas unicamente sobre el endotelio activado. Por consiguiente, todas estas inter-
acciones se podrian emplear como objetivos terapéuticos para modular la inflamacién y, en particular, para reducir la
inflamacién aberrante.

Las aproximaciones que existen en la técnica en el empleo de selectinas como objetivos terapéuticos se basan en
el hecho de que las selectinas comparten un dominio comiin de las lectinas que es calcio dependiente y que puede ser
el objetivo de los ligandos basados en hidratos de carbono. En una revision de la técnica se ha encontrado que las tres
selectinas se unen al tetrasacérido sialilado y fucosilado sialil Lewis X (sLe*) y que esta molécula y sus andlogos se
pueden unir a la selectina, aunque de manera débil. Las aproximaciones anteriores de la técnica tienen el problema
de que la interaccion entre sle* y la selectina es débil y que la interaccion de las células que expresan la selectina
es polivalente. De acuerdo con ello, en uno de estos aspectos, la presente invencién propone un tratamiento de la
inflamacion usando nanoparticulas que tienen uno o mds ligandos de selectina inmovilizados sobre las mismas. En la
referencial® se proporciona una discusién de la inflamacién mediada por selectina y de los compuestos que se pueden
usar para modular la interaccion.

En un aspecto adicional, las nanoparticulas en las que el grupo de los hidratos de carbono (sacarido) es un antigeno
se pueden administrar como una vacuna, p.e., balisticamente, usando una escopeta para la administraciéon con el
fin de acelerar su paso transdérmico a través de la parte mds externa de la epidermis. Las nanoparticulas pueden, a
continuacién, ser absorbidas, p.e., por las células dendriticas, que maduran al tiempo que migran a través del sistema
linfético, dando lugar a una modulacién de la respuesta inmune y de la vacunacion contra el antigeno sacdrido, tal
como se describe en!™!.

En una aplicacién adicional, se sabe que los hidratos de carbono de la superficie de la célula actian como ligandos
en los receptores virales o bacterianos (llamados adhesinas) y que la union de los hidratos de carbono a los receptores
es un hecho necesario durante la infeccion. Los hidratos de carbono sintéticos, p.e., los gliconjugados, que son capaces
de modular estas interacciones, se pueden inmovilizar en las nanoparticulas de la invencién y se pueden usar como
reactivos para estudiar estas interacciones y como agentes terapéuticos para evitar la infeccién por virus o bacterias.

Un ejemplo de una infeccién bacteriana mediada por un ligando hidrato de carbono es el Helicobacter pylori que
ocasiona gastritis cronica activa, tlceras géstricas y duodenales, adenocarcinoma géstrico y linfoma del tejido linfoide
asociado a la mucosa en humanos. Puesto que la unién especifica del H. pylori a la célula puede ocurrir a través
de muiltiples hidratos de carbono, incluyendo el antigeno Lewis b, los oligosacaridos sialilados, las glicoproteinas
de mucina sulfatadas y las nanoparticulas capaces de modular (es decir, bloquear) las diferentes interacciones de la
adhesina se pueden usar como tratamiento de las anteriores condiciones.

Los ejemplos de infecciones virales mediadas por hidratos de carbono incluyen el virus de la gripe que afecta las
células a través de enlace multivalente de las moléculas de hemaglutinina de la envoltura viral a los glicoconjugados
del huésped terminados en 4cido sidlico. Por tanto, la infeccién se puede inhibir mediante la interrupcién de este hecho.

El HIV-1 también infecta las células por reconocimiento de las estructuras de los hidratos de carbono de la superfi-
cie de la célula y el glicolipido galactosilceramida (GalCer) se ha identificado como un ligando del receptor gp120 del
HIV-1. Por tanto, el GalCer, o andlogos del mismo, se podrian inmovilizar sobre la superficie de las nanoparticulas y
utilizarse para inhibir la interaccién del GalCer celular y el HIV-1.

En otra aplicacién, la presente invencién puede ser 1til en la modulacién de la respuesta inmune, p.e., después
de un trasplante. Cuando se inicia el reconocimiento inmunolégico del tejido con las interacciones mediadas con
hidratos de carbono entre los hidratos de carbono de superficie presentes en el tejido trasplantado y los componentes
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del sistema inmune del huésped tales como los anticuerpos, todo ello puede ser el objetivo para mejorar las reacciones
inmunes que resultan de esta interaccién. A modo de ejemplo, el hidrato de carbono Gala1-3Galg1-4GInAc (el epitope
“aGal”) se ha implicado como un epitopo antigénico importante implicado en el rechazo del tejido trasplantado. Por
tanto, la modulacion de la interaccion del epitopo aGal y el sistema inmune puede ser un objetivo terapéutico para las
nanoparticulas descritas en este documento.

Una aproximacién alternativa puede resultar util en el tratamiento del céncer ya que los antigenos asociados a
muchos tumores o factores autocrinos tumorales se basan en hidratos de carbono. En este caso, las nanoparticulas
se podrian proporcionar como vacunas que inician el sistema inmune para producir anticuerpos que son capaces de
atacar las células tumorales que presentan los hidratos de carbono en su superficie. En este sentido, se sabe que muchas
células tumorales poseen secuencias de glicosilacion aberrantes que pueden facilitar la respuesta inmune estimulada
por las nanoparticulas al estar dirigidas especificamente a las células tumorales como opuestas a las células normales
sanas. Las nanoparticulas también se pueden usar para inhibir metéstasis en cancer, p.e., mediante la migracién de las
células tumorales a través de las células endoteliales.

En un aspecto adicional, las nanoparticulas se pueden usar como soporte para incorporar los anticuerpos capaces
de unirse especificamente al ligando. Esto resulta particularmente ventajoso ya que puede ser un desafio en la técnica
para conducir los anticuerpos contra las partes que contienen hidratos de carbono ya que, a menudo, son pequefias y
no dan lugar a respuestas inmunes fuertes.

En todavia otro aspecto, la presente invencién proporciona un procedimiento para determinar cudndo tienen lugar
interacciones mediadas por hidratos de carbono, y el procedimiento comprende la puesta en contacto de una o mds
especies de nanoparticulas con un candidato a la unién y la subsiguiente determinacion de si tiene lugar dicha unién.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un procedimiento de andlisis de substancias capaces de unirse
a un ligando que comprende un grupo hidrato de carbono, y el procedimiento comprende:

-- contacto de las particulas que comprenden un micleo metalico unido a muchos de los ligandos con uno o
més compuestos candidatos;

-- deteccion de si los compuestos candidatos se unen a los ligandos.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un procedimiento para determinar la presencia en una muestra
de una substancia capaz de unirse a un ligando que comprende un ligando de hidrato de carbono, el procedimiento
comprende el contacto de la muestra con las nanoparticulas unidas al ligando y la determinacion de si la unién tiene
lugar. El procedimiento se puede usar para determinar la presencia o cantidad de uno o mds analitos en una muestra,
p-¢., para su uso en el diagnéstico de una enfermedad asociada con la presencia de un analito.

En una realizacion adicional, las nanoparticulas se pueden usar para el estudio o deteccion de interacciones me-
diadas por hidratos de carbono en conjuncién con especies inmovilizadas sobre la superficie de sélidos, por ejemplo,
ligandos inmovilizados sobre superficies de oro tal como se describe en!®. Estas especies pueden ser otros hidratos de
carbono, especies candidatas a la unién o analitos.

En otro aspecto, los hidratos de carbono se pueden unir a nanocristales de seleniuro de cadmio para proporcionar
puntos cudnticos que, a continuacion, se pueden guiar hasta la estructura celular requerida por las nanoparticulas.
Tal como se discute en™”, los puntos cudnticos tienen usos potenciales en imdgenes biolGgicas, tanto en dispositivos
electrénicos como eléctricos, computadores cudnticos y andlisis de medicamentos candidatos.

Las realizaciones de la presente invencion se describen a continuacién a modo de ejemplo no limitante con refe-
rencia a las figuras que se acompaiian.

Breve descripcion de las figuras
La Figura 1 muestra esquematicamente el procedimiento usado para la sintesis de las nanoparticulas.

ILa Figura 2 muestra las micrografias electrénicas de transmision y los histogramas (insertados) de distribucion del
tamafio del nicleo de las gliconanoparticulas de lacto 2-Au (arriba) y de Le*3-Au (abajo).

La Figura 3 muestra los espectros de "H RMN de: (A) 2-Au en D,0 (a); 2 en D,O (b) y 2 en CD;0D (¢) y (B) 3-
Auen D,O (a); 3 en D,O (b) y 3 en 70% CD;0D/D,0 (c).

Descripcion detallada
Composiciones Farmacéuticas

Las nanoparticulas descritas en este documento o sus derivados se pueden formular en composiciones farmacéu-
ticas y administrar a pacientes en una gran variedad de formas, en particular para tratar las condiciones que pueden

mejoran mediante la administracion del ligando. A modo de ejemplo, ésto puede ocurrir debido a que el ligando blo-
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quea una interaccién mediada por un hidrato de carbono que, de otra manera, llevaria a una patologia. Por tanto, las
nanoparticulas se pueden usar como medicamento para la modulacién de la adhesion entre leucocito-célula endotelial,
las interacciones entre hidratos de carbono-anticuerpo, hidratos de carbono-infeccion proteina bacteriana y viral, re-
conocimiento inmunoldgico de las células tumorales, inhibicién de la metéstasis y reconocimiento de tejidos y células
extrafias.

Las composiciones farmacéuticas para la administracion oral pueden estar en forma de pastilla, cdpsula, polvo
o liquido. Una pastilla puede incluir un soporte sélido tal como gelatina o un adjuvante o un diluyente inerte. Las
composiciones farmacéuticas liquidas generalmente incluyen un soporte liquido tal como agua, petréleo, aceite animal
o vegetal, aceite mineral o aceite sintético. También se puede incluir una solucién salina fisioldgica, o glicoles tales
como etilen glicol, propilen glicol o polietilen glicol. Dichas composiciones y preparaciones generalmente contienen
por lo menos 0,1% en peso del compuesto.

La administracién parenteral incluye la administracién por las siguientes rutas: intravenosa, cutdnea o subcuténea,
nasal, intramuscular, intraocular, transepitelial, intraperitoneal y tépica (incluyendo dérmica, ocular, rectal, nasal, in-
halacién y aerosol), y rutas sistémicas rectales. Para la inyeccion intravenosa, cutdnea o subcutdnea, o la inyeccién
en el punto de la afliccién, el ingrediente activo estard en la forma de una solucién acuosa aceptable parenteralmente,
que significa libre de pirégenos y que tenga un pH adecuado, e isotonicidad y estabilidad. Aquellas personas expertas
en la técnica serdn capaces de preparar soluciones adecuadas usando, por ejemplo, soluciones de los compuestos o de
un derivado de los mismos, p.e., en una solucién fisiolégica salina, una dispersion preparada con glicerina, polietilen
glicol liquido o aceites.

Ademas de uno o més de los compuestos, opcionalmente en combinacién con otros ingredientes activos, las com-
posiciones pueden comprender uno o mas excipientes, soporte, medio tamponante, estabilizante, agente isoténico,
conservante o antioxidante u otros materiales farmacéuticamente aceptables y que resultan bien conocidos por los
expertos en la técnica. Dichos materiales deben ser no téxicos y no deben interferir con la eficacia del ingrediente
activo. La naturaleza precisa del soporte o de otro material puede depender de la ruta de administracién, p.e., oral o
parenteralmente.

Las composiciones farmacéuticas liquidas se formulan de manera tipica para que tengan un pH entre aproxima-
damente 3,0 y 9,0, mas preferiblemente entre aproximadamente 4,5 y 8,5, y todavia mas preferiblemente entre apro-
ximadamente 5,0 y 8,0. El pH de una composicién se puede mantener mediante el uso de un medio tamponante tal
como acetato, citrato, fosfato, succinato, Tris o histidina, empleados tipicamente en el margen entre aproximadamente
1 mM a 50 mM. Por otra parte, el pH de las composiciones se puede ajustar usando acidos o bases fisioldgicamente
aceptables.

En las composiciones farmacéuticas generalmente se incluyen conservantes para retardar el crecimiento micro-
biano, aumentando as{ la vida de las composiciones y permitiendo el empaquetado de multiples usos. Los ejemplos
de conservantes incluyen fenol, metacresol, alcohol bencilico, 4cido parahidroxibenzoico y sus ésteres, paraben de
metilo, paraben de propilo, cloruro de benzalconio y cloruro de benzetonio. Los conservantes se emplean tipicamente
en el margen de aproximadamente 0,1 a 1,0% (peso/volumen).

Preferiblemente, las composiciones farmacéuticas se administran a un sujeto individual “en una cantidad profilac-
ticamente efectiva” o “en una cantidad terapéuticamente efectiva” (segtin sea el caso, aunque la profilaxis puede ser
considerada terapia), y que sea suficiente para demostrar beneficio al individuo. Tipicamente, significa que dé lugar
a una actividad 1til terapéuticamente proporcionando un beneficio al individuo. La cantidad real de los compuestos
que se administra, y la velocidad y tiempo de administracién, dependerd de la naturaleza y severidad de la condicién a
tratar. La prescripcion del tratamiento, p.e., las decisiones sobre la dosificacion, etc, queda dentro de la responsabilidad
de los médicos en general, y de manera tipica tiene en cuenta el desorden que se debe tratar, la condicién del paciente
particular, el sitio de la liberacion, el procedimiento de administracion y otros factores conocidos por los médicos. Se
pueden encontrar ejemplos de las técnicas y protocolos mencionados anteriormente en Remington’s Pharmaceutical
Sciences, 16 edicion, Osol, A. (ed), 1980. A modo de ejemplo, las composiciones se administran preferiblemente a
los pacientes en dosis entre aproximadamente 0,01 y 100 mg de compuesto activo por kg de peso corporal, y mas
preferiblemente entre aproximadamente 0,5 y 10 mg/kg de peso corporal.

Anticuerpos

Las nanoparticulas se pueden usar como soportes para promover las respuestas de los anticuerpos contra los li-
gandos unidos a las particulas del nicleo que contienen hidratos de carbono. Estos anticuerpos se pueden modificar
usando metodologias que resultan normales en la técnica. L.os anticuerpos similares a los que se ejemplifican por
primera vez en este documento también se pueden preparar utilizando lo que aqui se describe conjuntamente con los
procedimientos conocidos. Estos procedimientos de preparacion de anticuerpos incluyen el inmunizar a un mamifero
(p-e., ratdn, rata, conejo, caballo, cabra, cordero o mono) con la(s) nanoparticula(s). Los anticuerpos se pueden obte-
ner de los animales inmunizados usando una cualquiera de las diferentes metodologias conocidas en la técnica y se
analizan preferiblemente usando la unién del anticuerpo al antigeno de interés. El aislamiento de los anticuerpos y/o
de las células que producen los anticuerpos a partir de un animal puede estar acompaifiado de una etapa de sacrificio
del animal.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2262 684 T3

Como una alternativa o suplemento a la inmunizacién de un animal con una nanoparticula, se puede obtener un an-
ticuerpo especifico para el ligando y/o la nanoparticula a partir de una biblioteca producida de manera recombinatoria
de dominios variables de inmunoglobulinas expresadas, p.e., usando bacteriéfagos lambda o bacteriéfagos filamento-
sos que contienen en su superficiec dominios de unién de inmunoglobulinas funcionales; por ejemplo, ver la patente
W092/01047. La biblioteca puede ser ingenua, es decir, construida a partir de secuencias obtenidas de un organismo
que no se ha inmunizado con ninguna de las nanoparticulas, o puede ser una que se ha construida usando secuencias
obtenidas a partir de un organismo que se ha expuesto al antigeno de interés.

Fl término “anticuerpo monoclonal” tal como se utiliza en este documento se refiere a un anticuerpo obtenido
a partir de una poblacién de anticuerpos substancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que
comprenden la poblacién son idénticos independientemente de las posibles mutaciones que tienen lugar de manera
natural y que pueden estar presentes en pequeiia cantidad. Los anticuerpos monoclonales se pueden producir mediante
el procedimiento descrito por primera vez por Kohler and Milstein, Nature, 256:495, 1975 o se pueden preparar
mediante procedimientos recombinantes, ver Cabily et al., patente U.S. n® 4816567, o Mage y Lamoyl en Técnicas
y Aplicaciones de la Produccion de Anticuerpos Monoclonales, pdginas 79-97, Marcel Dekker Inc., Nueva York,
1987.

En el procedimiento del hibridoma, se inmuniza un ratén u otro animal huésped apropiado con el antigeno por
ruta subcutdnea, intraperitoneal o intramuscular para evitar los linfocitos que producen, o son capaces de producir,
anticuerpos que se unirdn especificamente a las nanoparticulas usadas para la inmunizacién. Alternativamente, se
puede inmunizar los linfocitos in vitro. A continuacion, los linfocitos se fusionan con células de mieloma usando un
agente de fusién adecuado, tal como polietilen glicol, para formar una célula de hibridoma, ver Goding, Anticuerpos
Monoclonales: Principios y Préctica, p. 59-103 (Academic Press, 1986).

Las células de hibridoma asi preparadas se pueden sembrar y crecer en un medio de cultivo apropiado que contiene
preferiblemente una o mds substancias que inhiben el crecimiento o supervivencia de las células de mieloma parental
no fusionadas. Por ejemplo, si las células de mieloma parental no contienen el enzima hipoxantina guanina fosfo-
ribosil transferasa (HGPRT o HPRT), el medio de cultivo para los hibridomas incluird de manera tipica hipoxantina,
aminopterina y timidina (medio HAT), substancias que evitan el crecimiento de las células deficientes en HGPRT.

Las células de mieloma preferidas son aquellas que se fusionan eficientemente, mantienen un alto nivel estable de
expresion del anticuerpo por las células productoras de anticuerpo seleccionadas, y son sensibles a un medio tal como
medio HAT.

El medio de cultivo en el que se hace crecer las células de hibridoma se ensaya para la produccién de anticuerpos
monoclonales dirigidos contra las nanoparticulas/ligandos. Preferiblemente, la especificidad de unién se determina
mediante un ensayo de inmunoabsorbancia unida a una enzima (ELISA). Los anticuerpos monoclonales de la inven-
cién son aquellos que se unen especificamente a las nanoparticulas/ligandos.

En una realizacién preferida de la invencioén, el anticuerpo monoclonal tendrd una afinidad que es mayor que
micromolar o una afinidad mayor (es decir, una afinidad mayor de 107 molar) tal como se determina, por ejemplo,
por andlisis de Scatchard, ver Munson y Pollard, Anal. Biochem., 107: 220, 1980.

Una vez se ha identificado las células de hibridoma que producen los anticuerpos neutralizantes de la especificidad
y afinidad deseadas, los clones se pueden subclonar mediante procedimientos de dilucién limitante y hacer crecer
mediante procedimientos standard. Los medios de cultivo adecuados para este propdsito incluyen el medio de Eagle
modificado de Dulbecco o medio RPM1-1640. Ademas, las células de hibridoma pueden crecer in vivo como tumores
ascitis en un animal.

Los anticuerpos monoclonales secretados por los subclones se separan adecuadamente del medio de cultivo, del
fluido ascitico o del suero por procedimientos de purificacién de inmunoglobulina convencionales tales como, por
ejemplo, protein A-Sepharosa, cromatogradia de hidroxilapatita, electroforesis de gel, didlisis o cromatografia de
afinidad.

El 4cido nucleico que codifica los anticuerpos monoclonales de la invencién se aisla y se secuencia facilmente
usando procedimientos bien conocidos en la técnica, p.e., usando sondas de oligonucleétido que son capaces de unirse
especificamente a los genes que codifican las cadenas pesadas y ligeras de los anticuerpos murinos. Las células de
hibridoma de la invencién son una fuente preferida del dcido nucleico que codifica los anticuerpos o fragmentos del
mismo. Una vez aislado, el 4cido nucleico se liga a vectores de expresién o de clonacién, que a continuacién se
transfectan a células huésped, que se pueden cultivar de manera que los anticuerpos monoclonales se producen en el
cultivo de las células huésped recombinantes.

Los hibridomas capaces de producir anticuerpos con las caracteristicas de unién deseadas quedan dentro del al-
cance de la presente invencion, ya que son células huésped que contienen dcido nucleico que codifica los anticuerpos
(incluyendo fragmentos de anticuerpo) y son capaces de su expresion. La invencién también proporciona procedi-
mientos de produccién de los anticuerpos incluyendo el crecimiento de una célula capaz de producir el anticuerpo
bajo condiciones en las que el mismo se produce, y preferiblemente se excreta.
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Los anticuerpos segun la presente invencién se pueden modificar de diferentes maneras. En realidad el término
“anticuerpo” debe interpretarse incluyendo cualquier substancia de unién que tenga un dominio de unién con la espe-
cificidad requerida. Por tanto, la invencién cubre los fragmentos de anticuerpo, los derivados, equivalentes funcionales
y homologos de anticuerpos, incluyendo moléculas sintéticas y moléculas cuya forma mimetice la de un anticuerpo
permitiendo que se una a un antigeno o epitopo, en este caso un ligando de hidratos de carbono tal como se ha definido
en este documento.

Ejemplos de fragmentos de anticuerpo, capaces de unién a un antigeno u otra pareja de unidn, son el fragmento
Fab que consiste en los dominios VL, VH, CI y CHI; el fragmento Fd que consiste en los dominios VH y CH1;
el fragmento Fv que consiste en los dominios VL. y VH de un tnico brazo de un anticuerpo; el fragmento dAb que
consiste en un dominio VH; las regiones CDR aisladas y los fragmentos F(ab’),, un fragmento bivalente que incluye
dos fragmentos Fab unidos a un puente disulfuro en la regién de anclaje. También estdn incluidos los fragmentos Fv
de cadena tinica.

Un hibridoma que produce un anticuerpo monoclonal segtin la presente invencion se puede someter a mutacién
genética u otros cambios. También se entendera por parte de los expertos en la técnica que un anticuerpo monoclonal
se puede someter a las técnicas de la tecnologia de ADN recombinante para dar lugar a otros anticuerpos, anticuerpos
humanizados o moléculas quiméricas que retienen la especificidad del anticuerpo original. Dichas técnicas pueden
implicar la introduccién de ADN que codifique la regién variable de inmunoglobulina, o las regiones determinantes de
complementariedad (CDRs), de un anticuerpo a las regiones constantes, o las regiones constantes mas las regiones mar-
co de una inmunoglobulina diferente. Ver, por ejemplo, las patentes EP 0 184 187A, GB 2 188 638A o EP 0 239 400A.
La clonacién y expresion de los anticuerpos quiméricos se describe en las patentes EP 0 120 694A y EP 0 125 023A.

Experimental

Como estrategia para el disefio de superficies de hidratos de carbono polivalentes para investigar el reconocimiento
de hidratos de carbono a hidratos de carbono en solucién, se ha usado una aproximacién por la cual los hidratos de car-
bono se unen a nanoparticulas de oro!”. A modo de ejemplo, se describe a continuacién la preparacion, caracterizacién
y estudios de interaccién preliminar de una monocapa funcionalizada de aziicar y nanoagregados de oro solubles en
agua. Se han preparado neoglicoconjugados derivatizados de tiol de dos oligosacéaridos significantes biologicamente,
el disacérido lactosa (Galg(1—4) Glcf1-OR) 1y 2 y el antigeno Le* del trisacarido:

(GalB(1 — 4)[Fuca(1 — 3)]GlcNAcB1 — OR)3

para unirlos a las nanoparticulas de oro. Fl trisacarido Le* y el disacdrido lactosa construyen el antigeno del glicoes-
fingolipido (GSL)Le*:

(Galgl — 4[Fucl3]GIlcNAcg1 — 3GalgBl — 4Glef1 — Ocer)

que se ha propuesto para mediar la compactacion de la mérula y la metéstasis en células sanas y de carcinoma de
ratén, respectivamente, a través de una interaccién de hidrato de carbono a hidrato de carbono homotipica'®.

Las gliconanoparticulas lacto y Le* protegidas proporcionan una superficie similar a glicocalix con una matriz
sintética quimicamente bien definida y de forma globular. Ademads, esta aproximacién abre el camino para preparar
gliconanoparticulas que contienen diversos ligandos de hidrato de carbono asi como diferentes densidades de superficie
que proporcionan un modelo bajo control para estudios estructura-funcién y para investigar la agregacién de hidratos
de carbono y los efectos de la orientacién en una superficie!'”. Las nanoparticulas funcionalizadas de lacto y Le*
serdn nuestro sistema de modelo polivalente para imitar la agregacién GSL en la membrana de plasma!'! y para
investigar en solucién las fuerzas de atraccion y repulsiéon implicadas en la agregacién de las células a través de
las interacciones de hidratos de carbono a hidratos de carbono. Estudios previos utilizando receptores sintéticos han
proporcionado la primera evidencia sélida de que en el agua existen interacciones estabilizantes entre superficies de
hidratos de carbono lipofilicas?.

La sintesis de los disulfuros 1, 2 y 3 se ha llevado a cabo mediante glicosidacién del derivado de lactosa y Le*
convenientemente protegido con 11-tioacetato undecanol (para el 2 y 3) usando el procedimiento de tricloroacetimi-
dato, ver la Figura 1", Los compuestos 1, 2 y 3 se aislaron en forma de disulfuro y se usaron en esta forma para
la formacién de las gliconanoparticulas protegidas con oro. Las gliconanoparticulas 1-Au, 2-Au y 3-Au solubles en
agua se han obtenido en metanol siguiendo el procedimiento de Brust er al., para la sintesis de los nanoagregados
de oro protegidos con monocapa”. Una serie de nanoparticulas protegidas con oro, todas ellas solubles en solventes
orgdnicos, se han preparado recientemente con diferentes propésitos!'¥. Las gliconanoparticulas de lacto-Au y Le*-Au
son solubles en agua, son estables y se pueden manipular como macromoléculas biol6gicas solubles en agua. Se han
purificado mediante didlisis y se han caracterizado mediante "H-RMN, UV y microscopia electrénica de transmisién
(TEM).

Sintesis de gliconanoparticulas: Una solucién de disulfuro 1, 2 o0 3 (0,012 M, 5,5 eq) en MeOH se afiade a una
solucién de 4cido tetraclorodurico (0,025 M, 1 eq) en agua. Se afiade NaBH, (1 M, 22 eq) en agua, en pequefias
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porciones y con agitacion rdpida. La suspension negra que se forma se agita durante otras 2 horas y a continuacién
se elimina el solvente con vacio. El crudo de la reaccién se lava con MeOH vy se centrifuga durante 10 minutos.
Se elimina el metanol y se repite el proceso varias veces hasta que no se detecta el producto de partida por CCF. Las
gliconanoparticulas son completamente insolubles en metanol pero bastante solubles en agua. Se purifican por didlisis:
50 mg de producto crudo se disuelve en 10 ml de agua (NANOpura). Esta solucion se carga en segmentos de 10 cm
de membrana de didlisis de ester de celulosa (SIGMA, MWCO=12400) y se colocan en 4 1 de agua (NANOpura). La
solucién oscura de gliconanoparticulas se recoge de los segmentos de didlisis y se liofiliza. Los productos obtenidos
estan libres de sales y de producto de partida (ausencia de sefiales debidas al disulfuro y Na" en RMN).

Se lleva a cabo un examen de las muestras mediante Microscopia Electrénica de Transmision (TEM) con micros-
copio Philips CM200 que trabaja a 200 kV. Se coloca una tnica gota de solucién acuosa 0,1 mg/ml de las gliconano-
particulas de oro en una rejilla de cobre recubierta con una pelicula de carbono. La rejilla se deja secar al aire durante
varias horas a temperatura ambiente. Se evalta la distribucion del tamaiio de particula de los agregados de Au a partir
de varias micrografias usando un analizador de imagenes automatico. El niimero de particulas seleccionadas para su
consideracién es de aproximadamente 400, que da lugar a una estadistica de distribucién de tamafio estable.

La Figura 2 muestra las imdgenes de TEM vy los histogramas de distribucién de tamafio de nicleo para las glico-
nanoparticulas de oro 2-Au y 3-Au. Las particulas de oro estabilizadas con la lactosa muestran una distribucién de
tamaiio de particula mds homogénea y mds estrecha que las particulas estabilizadas con el conjugado Le*. En ambas
muestras se ha encontrado un didmetro medio de 1,8 nm para el nicleo de oro de las nanoparticulas funcionalizadas.
Dicho tamafio de particula promedio corresponde, segtin el trabajo previo', a un nimero promedio de dtomos de oro
por particula de aproximadamente 200, y 70 glicoconjugados protegidos con alcanotiolato. Las soluciones acuosas de
las nanoparticulas son estables durante meses y no se detecta aglomeracién mediante TEM.

A continuacién se investigé la presentacion de las moléculas de hidratos de carbono en la superficie de las na-
noparticulas. Las propiedades moleculares de los neoglicoconjugados 1, 2 y 3 sufren un cambio diferencial después
de su unidn a la superficie del oro. Por ejemplo, el lacto derivado 2, que es soluble en metanol e insoluble en agua,
da lugar a gliconanoparticulas 2-Au insolubles en metanol pero con buena solubilidad en agua. El derivado Le* 3 es
soluble en metanol y en agua, sin embargo, su nanoparticula 3-Au es insoluble en metanol y muy soluble en agua.
Estas diferencias en solubilidad se pueden usar para purificar las gliconanoparticulas de los disulfuros no reaccionados
mediante lavado con metanol. Sin embargo, el hecho mds significativo en estos cambios es que revelan la influencia
de la agregacion en la superficie sobre la presentacion de los hidratos de carbono respecto a los alrededores.

Los espectros de 'H-RMN de las gliconanoparticulas muestran claramente estas diferencias (Figura 3). Los es-
pectros de las lactonanoparticulas 1-Au y 2-Au en D,O difieren fuertemente de los espectros de los lacto-disulfuros 1
y 2 (Figura 3A, espectro de 1, no mostrado) viéndose el ensanchamiento de la linea de las macromoléculas de lenta
rotacién en solucién. La sefial de los metilenos mas proximos a la interfase tiolato/Au desaparece completamente, ya
que tiene lugar en los nanoagregados de oro protegidos con una monocapa de alcanotiol. En contraste, estas diferen-
cias no se encuentran en el caso de las nanoparticulas de 3-Au. Los espectros de 'H-RMN en D,0 de 3 y de 3-Au
muestran un ensanchamiento similar para todas las sefiales (Figura 3B, a, b), indicando una agregacién intramolecular
ya presente en el disulfuro de Le* 3. Esta autointeraccion persiste incluso en una solucion de agua altamente diluida y
desaparece por adicién de cantidades crecientes de CD;OD a la solucién en D, O de 3. Algunas sefiales bien resueltas
aparecen en solucién de CD;OD/D,0 (1:1), y en una solucién al 70% de CD;0OD/D,0 todas las sefiales estdn bien
resueltas en el espectro (Figura 3B, c). La tendencia del disulfuro de Le* 3 a la autoagregacién en agua no se puede
atribuir exclusivamente a la hidrofobicidad de la cadena alifatica, sino méas bien a la participacion especifica de los
grupos hidratos de carbono en esta agregacidn, tal como pone de manifiesto la falta de agregacién en agua que se
observa en el espectro de "H-RMN de los lactodisulfuros 1y 2 (Figura 3A). La capacidad de autoagregacién tendra
consecuencias en la organizacién y agregacién de los GSLs que contienen Le*, tal como se ha reivindicado por parte
de algunos autores!'® y contrariamente a la propuesta de otros de que el grupo de hidrato de carbono de cabeza juega
un papel insignificante en la formacién de microdominios enriquecidos en glicolipidos en la membrana del plasmat'”.

El hacinamiento estérico de los hidratos de carbono en las superficies de las nanoparticulas también se comprueba
mediante el diferente comportamiento de 1y 2 y sus correspondientes nanoagregados 1-Au y 2-Au con S-glucosidasas.
Lag-galactosida de la E. coli procesaa 1 y 2 a un nivel comparable a la propia lactosa (5-10% en relacién a la actividad
especifica de GONP), mientras que la hidrdlisis por la enzima, bajo las mismas condiciones, de las nanoparticulas de
1-Au y 2-Au se detecta escasamente (< 3% en relacién a la actividad enzimdtica con los ligandos 1 y 2 libres).

Estos experimentos demuestran que es posible usar nanoparticulas para preparar modelos disefiados de hidratos de
carbono globulares que imiten los agregados GSL en la membrana del plasma, permitiendo por primera vez llevar a
cabo investigaciones en solucién de un nuevo mecanismo de adhesion celular a través de las interacciones de hidratos
de carbono con hidratos de carbono. La aproximacién de gliconanoparticula descrita en este documento proporciona
una estrategia para preparar, en un Unico camino, una gran variedad de conjuntos de hidratos de carbono globulares
que pueden competir de manera ventajosa con otras disposiciones de hidratos de carbono esféricos (dendrimeros,
liposomas) o lineales. Las nanoparticulas de lacto- y Le* se pueden considerar modelos apropiados para intervenir en
los procedimientos de adhesion célula-célula y de reconocimiento.
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REIVINDICACIONES

1. Nanoparticula que comprende un nicleo de dtomos metélicos unidos de manera covalente a por lo menos 20
ligandos, donde los ligandos comprenden grupos de hidratos de carbono.

2. Nanoparticula de la reivindicacién 1, en la que el niicleo de la nanoparticula estd unido covalentemente por lo
menos a 50 ligandos.

3. Nanoparticula de la reivindicacién 1 o reivindicacién 2, en la que el niicleo de la nanoparticula estd unido
covalentemente por lo menos a 100 ligandos.

4. Nanoparticula de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que el nicleo de la nanoparticula comprende
ademds dtomos semiconductores.

5. Nanoparticula de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que el nicleo de la nanoparticula
tiene un didmetro medio entre 0,5 y 100 nm.

6. Nanoparticula de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que el nicleo de la nanoparticula
tiene un didmetro medio entre 1y 20 nm.

7. Nanoparticula de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que el nicleo metdlico comprende
Au, Ag o Cu.

8. Nanoparticula de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que el nicleo comprende un dtomo
que es activo a la RMN.

9. Nanoparticula de la reivindicacion 8, en la que el 4tomo activo a la RMN es el gadolinio y el europio.

10. Nanoparticula de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que el micleo incluye un dtomo que
es capaz de deteccidon usando resonancia de plasmoén de superficie.

11. Nanoparticula de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la nanoparticula comprende una
etiqueta.

12. Nanoparticula de la reivindicacién 11, en la que la etiqueta es un grupo fluorescente o un isétopo radioactivo.

13. Nanoparticula de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que el nicleo metalico es una
aleacion seleccionada entre Au/Ag, Au/Cu, Au/Ag/Cu, Au/Pt, Au/Pd o Au/Ag/Cu/Pd.

14. Nanoparticula de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que el niicleo metédlico comprende
entre 100 y 500 dtomos de Au.

15. Nanoparticula de la reivindicacién 4, en la que los dtomos semiconductores son capaces de actuar como un
punto de quantum.

16. Nanoparticula de la reivindicacién 15, en la que el niicleo de la nanoparticula estd formado por seleniuro de
cadmio.

17. Nanoparticula de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la nanoparticula tiene mds de
una especie de ligando inmovilizado sobre ella.

18. Nanoparticula de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la nanoparticula tiene mas de
dos especies de ligandos inmovilizados sobre ella.

19. Nanoparticula de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la nanoparticula tiene mas de
cinco especies de ligandos inmovilizados sobre ella.

20. Nanoparticula de una cualquiera de las reivindicaciones 17 a 19, en la que las especies adicionales de ligandos
comprenden un ligando peptidico, un ligando de dominio de proteina, un ligando de 4cido nucleico o un ligando de
grupo fluorescente.

21. Nanoparticula de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que los ligandos comprenden grupos
de hidratos de carbono, comprenden ademds un péptido, un dominio de proteina, un segmento de dcido nucleico o un
grupo fluorescente.

22. Nanoparticula de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que el ligando comprende un poli-
sacarido, un oligosacarido o un grupo monosacérido.
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23. Nanoparticula de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que el ligando comprende un glica-
noconjugado.

24. Nanoparticula de la reivindicacion 23, en la que el glicanoconjugado es un glicolipido o una glicoproteina.

25. Nanoparticula de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que el ligando estd unido al nicleo
metdlico a través de un grupo sulfuro.

26. Nanoparticula de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la nanoparticula es soluble en
agua.

27. Composicién que comprende una poblacién de una o varias de las nanoparticulas de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 26.

28. Composicién de la reivindicacion 27 que comprende una pluralidad de nanoparticulas que tienen diferentes
grupos ligandos.

29. Composicién que comprende una poblacién de una o mds de las nanoparticulas de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 26 para su uso en terapia.

30. Uso de una nanoparticula de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 26 para la preparacion de un medica-
mento para el tratamiento de una condicién mejorable mediante la administracion del ligando.

31. Uso de la reivindicacién 30, en la que el ligando inhibe una interaccién mediada por un hidrato de carbono que
de otra manera podria causar una patologia.

32. Uso de la reivindicacién 30 o reivindicacion 31, en el que la interaccion es una adhesién leucocito-célula
endotelial, una interaccién hidrato de carbono-anticuerpo o una interaccion hidrato de carbono-proteina que conducen
a una infeccién bacteriana o viral, una interaccién que conduce al reconocimiento de células tumorales, inhibicion de
la metdstasis o una interaccidon que conduce a rechazo de tejido extrafio o reconocimiento de células.

33. Uso de una cualquiera de las reivindicaciones 30 a 32, en la que la nanoparticula tiene una pluralidad de
ligandos a los que estd unida de manera que es capaz de inhibir interacciones mediadas por hidratos de carbono
polivalentes.

34. Uso de una cualquiera de las reivindicaciones 30 a 33, en la que la condicién es una inflamacién mediada por
selectina o infeccién por Helicobacter pylori.

35. Uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 26 para la preparacién de un medicamento para la vacuna de
un paciente con un antigeno, en donde el ligando unido al nicleo de la nanoparticula comprende el antigeno.

36. Procedimiento de preparacién de una nanoparticula que comprende un nuicleo metdlico unido covalentemente
a una pluralidad de ligandos, donde el nicleo metdlico comprende dtomos de oro y el ligando comprende un grupo de
hidratos de carbono, el procedimiento comprende las etapas de:

sintetizar un derivado de sulfuro del ligando;

hacer reaccionar el ligando derivatizado con sulfuro y 4cido tetraclorodurico en presencia de un agente reductor
para dar lugar a las nanoparticulas.

37. Procedimiento de la reivindicacion 36, en el que el ligando se derivatiza en forma de disulfuro protegido.
38. Nanoparticula obtenida por el procedimiento de la reivindicacién 36 o reivindicacion 37.

39. Procedimiento in vitro para la interrupcién de una interaccién entre un hidrato de carbono y una pareja de
unién, comprendiendo el procedimiento la puesta en contacto del hidrato de carbono y de la pareja de unién con las
nanoparticulas, donde las nanoparticulas comprenden un niicleo metélico y un dtomo semiconductor unido de manera
covalente a una pluralidad de ligandos, donde los ligandos comprenden un grupo de hidrato de carbono capaz de
interrumpir la interaccién del hidrato de carbono y de la pareja de union.

40. Procedimiento in vitro para el cribado de substancias capaces de unién a un ligando que comprende un grupo
de hidrato de carbono, comprendiendo el procedimiento las etapas consistentes en: (a) poner en contacto las nanopar-
ticulas de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 26 con uno o varios compuestos candidatos y (b) determinar si el
compuesto candidato se une al ligando.

41. Procedimiento de determinacion de la presencia en una muestra de una substancia capaz de unién a un ligando
que comprende un grupo hidrato de carbono, comprendiendo el procedimiento las etapas consistentes en: (a) poner en
contacto la muestra con las nanoparticulas de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 26 de manera que la substancia
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se una al grupo hidrato de carbono de las nanoparticulas y (b) determinar si la unién ha tenido lugar.

42. Procedimiento de la reivindicacion 41, que comprende ademads la etapa consistente en correlacionar la presencia
o ausencia de unién con el diagndstico de un estado de enfermedad asociado a la presencia de la substancia.

43. Procedimiento de la reivindicacion 41 o de la reivindicacién 42, en el que la substancia es un anticuerpo que
es capaz de unirse al grupo hidrato de carbono.

44. Procedimiento in vitro para la determinacién de si una interaccién mediada por un hidrato de carbono tiene
lugar, comprendiendo el procedimiento las etapas consistentes en: (a) poner en contacto una o varias especies que se
supone interaccionan a través de la mediacion de un hidrato de carbono con las nanoparticulas de una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 26 y (b) determinar si las nanoparticulas modulan la interaccién mediada por el hidrato de
carbono.

45. Procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 40 a 44, en el que las nanoparticulas se detectan me-
diante resonancia magnética nuclear (RMN), agregacion, microscopia electrénica de transmision (MET), microscopia
de fuerza atémica (MFA), resonancia de plasmén de superficie (RPS) o, en el caso de nanoparticulas que comprenden
atomos de plata, una amplificacion de sefial utilizando la reduccién de la plata (I) favorecida por las nanoparticulas.

46. Procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 40 a 45, en la que las nanoparticulas comprenden un
trazador fluorescente, un trazador isotoépico, un dtomo con actividad a la RMN, o un punto de quantum.

47. Nanoparticula que comprende un niicleo metélico o de 4tomos semiconductores unidos de manera covalente a
una pluralidad de ligandos, donde el ligando comprende un grupo de hidrato de carbono que es un antigeno de grupo
sanguineo.

48. Uso de una o varias especies de nanoparticulas de la reivindicacion 47 para ensayar una muestra que pro-viene
de un individuo con el fin de determinar su grupo sanguineo, donde diferentes especies de nanoparticulas estdn unidas
a los diferentes antigenos de los grupos sanguineos.

49. Un equipo para determinar los grupos de la sangre, comprendiendo el equipo una o méas especies de nanopar-
ticulas de la reivindicacién 47.

50. Uso de una nanoparticula de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 26 para producir y aislar anticuerpos
capaces de unirse especificamente al ligando.
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