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ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

AMBN — 2,2'-Azobis(2-metilbutironitrilo)

AROP — Polimerizacién anidnica por apertura de anillo
CTA — Tritiocarbonato de di-1-feniletilo

DCM - Diclorometano

DCC - N,N'"-Diciclohexilcarbodiimida

DIPEA — N,N-Diisopropiletilamina

DMA — N,N-dimetilacrilamida

DMF — Dimetilformamida

DOTA - Acido 2,2'2"2"-(1,4,7,10-Tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetrail)
tetraacético

DTPA — Acido pentético
EDC - 1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
Et,O — Dietil éter

HBTU — N,N,N',N"-Tetrametil-O-(1H-benzotriazol-1-il)uronio hexafluorofosfato, O-

(Benzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-tetrametiluronio hexafluorofosfato
Hex — Hexano

ICP-AES — Espectrometria de Emision Atomica con Plasma Acoplado

Inductivamente

ICP-MS — Espectrometria de Masas con Plasma de Acoplamiento Inductivo
MeOH — Metanol

NAS — N-acriloxisuccinimida

RAFT — en inglés adicion-fragmentacion reversible cadena de transferencia

Rt — Factor de retencion



RMN — Resonancia Magnética Nuclear
'BA — Acrilato de tert-butilo

TCEP — Tris(2-carboxietil)fosfina

TFA — Acido trifluoroacético

THF — Tetrahidrofurano



RESUMEN

Una sonda molecular es una molécula o grupo de moléculas que facilita el estudio
de otras sustancias. Con el objetivo de desarrollar una sonda que permitiese la
determinacion cuantitativa de la concentracién de anticuerpos, se disefié una

molécula para su utilizacion en marcaje y deteccion a través de ICP-MS.

El contenido de esta memoria se separa en los siguientes apartados: introduccion,
antecedentes, objetivos, discusion de los resultados, desarrollo experimental,

conclusiones y bibliografia.

Para una mejor comprensién de la utilidad de la sonda y el razonamiento detras de
su disefio, en la introduccién se recogen algunos aspectos en materia de Quimica
Analitica. Seguidamente, la seccion de antecedentes incluye estudios previos sobre
moléculas con funciones y estructura similares a la molécula que se pretende

sintetizar.

A continuacién, se explican los objetivos del proyecto, alrededor de la sintesis de

una sonda molecular para la deteccion de anticuerpos por ICP-MS.

Se incluye una discusion sobre los resultados, en la que se plantea la sintesis de
una molécula que puede ser utilizada como sonda molecular, y se discuten los
resultados obtenidos en la sintesis y en los estudios de su eficacia para el analisis

quimico de un anticuerpo.

En el apartado de desarrollo experimental se detalla el proceso de sintesis
realizado, y se incluyen los experimentos de caracterizacion realizados a los

productos e intermedios.

Por dltimo, la memoria finaliza con una conclusion y se adjunta su bibliografia.



1. INTRODUCCION

1.1 Espectrometria de Masas con Plasma de Acoplamiento Inductivo.

Existen diversos métodos para la medida de elementos quimicos en
concentraciones de traza (ICP-AES, fotometria de emision de llama, espectroscopia
de absorcion atomica...). Entre éstos, destaca el ICP-MS, una metodologia muy
extendida debido a su capacidad para determinar mdultiples elementos

simultdneamente en tiempos de analisis cortos.?

Esta técnica consiste en la generacién de un aerosol a partir de una muestra
liquida, el cual es atomizado y posteriormente ionizado en una antorcha de plasma.
Los iones generados se aceleran a través de un campo eléctrico, y se separan al
atravesar un campo magnético perpendicular en funcién de su relacion masa:carga
(m/z). El impacto de estos iones contra un detector resulta en una sefial eléctrica,
cuya intensidad estd relacionada con la concentracibn de ese elemento en la

muestra.®

Aungue surgi6 como una técnica que permitia detectar trazas de metales en
liquidos, hoy en dia se utiliza para la caracterizacibn de compuestos tanto
inorganicos como organicos, y su uso se ha extendido a diversos campos, como la

industria farmacéutica o alimentaria.?

A pesar de ser una técnica muy ventajosa, el ICP-MS no puede usarse para la
determinacién cuantitativa de algunos elementos. Algunos son demasiado ligeros
(H, He), otros no pueden ser ionizados por plasma de argon (F, Ne), los que estan
presentes en el aire y el plasma no solo no pueden medirse si ho que generan
grandes picos y ruido en el espectro (Ar, C, N, O), y existe el caso particular del
azufre (S), que forma especies poliatomicas y tiene un potencial de ionizacién alto,

lo que lo reduce la sensibilidad de la medida.* Esto limita la utilidad del ICP-MS



cuando se trabaja con molécula organicas que no presentan metales, como puede
ser un anticuerpo, en el que ninguno de los 4tomos que lo integra pueda ser
determinado correctamente. A raiz de este problema han surgido las sondas
moleculares, que permiten modificar estas moléculas introduciendo atomos que

pueden ser detectados con mayor sensibilidad.

1.2 Sondas moleculares.

Las sondas, marcas, o etiquetas, son moléculas utilizadas para facilitar el analisis
quimico de una muestra. Las sondas se unen a la molécula que se desea medir, y
les confiere una propiedad que permite que pueda ser detectada a través de una
técnica de analisis. Algunos ejemplos son las sondas fluorescentes, que permiten
medir por fluorimetria moléculas no luminiscentes, o el radiomarcaje, que introduce

is6topos radioactivos en moléculas que no emiten radiacion.>®

También existen sondas que pueden ser utilizadas en ICP-MS, generalmente son
moléculas que contienen varios atomos de un metal de transicion. Como el peso
molecular de estos metales es mucho mayor que el del resto de atomos en la

molécula, se genera en un pico en una region del espectro sin interferencias.®



2. ANTECEDENTES

2.1 Sintesis y disefio de polimeros para su uso en analisis por ICP-MS.

La sefal obtenida por ICP-MS aumenta de manera lineal con el nUmero de atomos
gue entran al detector. Por lo tanto, cuanto mayor sea el nUmero de atomos de
metal que contenga la sonda molecular mayor sera la sefial obtenida y mayor sera

la sensibilidad del proceso.®

Una estrategia de marcado que aprovecha este fundamento es el uso de polimeros
como sonda. El tamafio del polimero permite la introduccién de un nimero elevado
de grupos quelantes, que a su vez pueden alojar gran cantidad de &tomos
metdlicos. A continuacién, se describen algunos ejemplos de polimeros que
contienen en su estructura ligandos que permiten coordinar metales, y que son

utilizados como sondas para detecciéon por ICP-MS.

En 2007, Xudong Lou et al, describieron el proceso de sintesis de un copolimero

DMA-co-NAS por polimerizacién RAFT (Esquema 1).°
@)
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Esquema 1: Sintesis de copolimero DMA-co-NAS.
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Tras someter al copolimero a una serie de transformaciones, se consiguio
incorporar a la estructura un derivado del ligando DOTA en las posiciones del
polimero que provenian de la succinimida. Los derivados del DOTA pueden
coordinar eficientemente una gran variedad de atomos metdlicos, y suelen utilizarse
para coordinar lantanidos. También se adiciond un sistema bismaleimido, que sirve

de punto de unién con la biomolécula (Esquema 2).°
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Esquema 2: Funcionalizacion del copolimero.



El grupo maleimida presente en la estructura puede reaccionar con tioles, a través
de un proceso de adicion al doble enlace C-C de la maleimida. Esto permite la
unién del polimero a distintas biomoléculas que contengan tioles, como por ejemplo
el amino&cido cisteina (Esquema 3). En concreto, en el trabajo del que procede
esta sintesis, el copolimero se pudo unir exitosamente a cinco anticuerpos distintos,
lo que permitié el analisis simultdneo de cinco antigenos diferentes presentes en

células de rat6n (Esquema 4).°6

AY O N

Hr:f/to P=0 g
R - ey
o) SH S

mNH o) O%NH o

Esquema 3: Adicion de la cisteina de un péptido a un sistema maleimido.
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Marcaje de anticuerpos

Unién a un Coordinacion de
anticuerpo diferentes lantanidos
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{ ;

La concentracion de los metales coordinados se puede obtener por medio
de ICP-MS, y esta correlacionada con la concentracion de anticuerpos y sus

correspondientes antigenos.

Esquema 4: Analisis simultaneo de varios antigenos por medio de un inmunoensayo.
En 2010 Daniel Majonis et al describieron también una sintesis de polimerizacion
RAFT, para la preparacién de un polimero de 'BA. Se utiliz6 AMBN como iniciador

de la polimerizacion, y se hizo reaccionar el acrilato de tert-butilo (‘BA) en presencia

de CTA, un tritiocarbonato que se utiliza como reactivo de RAFT. (Esquema 5).”
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Esquema 5: Sintesis del polimero poli- 'BA.

Al igual que en el trabajo descrito con anterioridad, se le incorpord un ligando
apropiado para coordinar metales, en este caso un derivado del DTPA, y se

introdujo en el polimero una maleimida (Esquema 6).”
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R e .
0 o) :
R N/\/N\/\N/\[(OH E DTPA N/\/N\/\N/\[(OH i

Esquema 6: Funcionalizacion del polimero.
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Otra sintesis de un polimero con propiedades quelantes fue descrita en 2012 por
Nicolas llly, et al. En la publicacion describen una polimerizacion aniénica por
apertura de anillo (AROP), con la peculiaridad de utilizar como monémero un

ciclopropano.®

Se comienza desprotonando un tiol que actda como iniciador. El sulfuro ataca al
anillo de un ciclopropano y su apertura genera un carbanion que puede actuar

como nucledfilo, atacando a otro anillo y alargando la cadena. (Esquema 7).8°

R R R R —

R, R
= o)
{fs“/-\/fﬁ = s

Esquema 7: Mecanismo de la sintesis de un polimero a través de AROP.

El polimero obtenido se sometié a una serie de transformaciones para incorporar a
su estructura un grupo maleimida y un ligando con gran capacidad coordinativa. En
este caso, el grupo maleimida se introdujo llevando a cabo una reaccién de Diels-
Alder a través del resto furano del polimero. Por otra parte se acoplaron derivados
del ligando DTPA a la unidad constitucional del polimero, de forma que pudiera

coordinar metales (Esquema 8).8
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Esquema 8: Funcionalizacion del polimero.

Si se compara este polimero con los anteriores, se puede observar que cada una
de sus unidades constitucionales soporta dos grupos quelantes en lugar de uno.
Esta mayor densidad de sustituyentes se traduce en una cantidad mayor de

metales que pueden ser soportados, creando una sonda ain mas sensible.®

A pesar de las ventajas que ofrece el uso de estas macromoléculas como sondas,
también cuentan con ciertas limitaciones. Es imposible conocer el nimero exacto
de ligandos que contiene cada molécula de polimero, y este nimero varia de una
molécula a otra, con lo cual la sefial que se obtendra al utilizarlas en analisis tendra
pequefias variaciones. Las moléculas de polimero mas largas contendran un mayor
namero de ligandos que las més cortas, por lo que albergardn un mayor nimero de
atomos de metal, y resultaran en sefiales mas intensas durante las mediciones.
Aunque existen formas de controlar el crecimiento de los polimeros durante su
sintesis, reducir el indice de dispersion del producto sigue siendo un reto desde el
punto de vista sintético.
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Teniendo en cuenta estos ejemplos de sintesis de polimeros para su uso como

sondas moleculares, podemos distinguir una serie de patrones (Esquema 9):

1) Aungque exista una gran variedad de estrategias de acoplamiento sonda-
anticuerpo (a través de aminas y carbonilos presentes en el anticuerpo, utilizando
sondas sintetizadas a partir de fragmentos de ADN, etc),’® parece ser que la
incorporacién de un grupo maleimida a la posicion terminal de la sonda es la

estrategia por excelencia.

2) Las sondas contienen grupos quelantes, especializados en la coordinacion de
lantanidos. Los derivados del DOTA y el DTPA parecen ser los ligandos mas

utilizados.®

3) Se busca que la sonda contenga la mayor densidad posible de ligandos
gquelantes, ya que una mayor densidad de atomos metdlicos coordinados supondra

una mayor sensibilidad.

Grupo funcional Grupos funcionales Densidad de
terminal repetidos en la estructura grupos funcionales
0] 0]

o R X R X R
A HO%N/_\N/_/%H )‘Q\)\)\)\)}rf
! L)

5 HO}_/N\_/N%OH
o) o}
DOTA

0 R R R R R
: o AL
Wi‘zN‘\oj OTOH #OH
Q(N)j Hof Ho\g) 0 - . N
@)

pepljigisuss

Esquema 9: Tendencias en la sintesis de sondas moleculares.



2.2 Sintesis de dendrimeros.

Dentro de la clasificacién de polimeros, existen unas moléculas que presentan una
construccién arborescente (Esquema 10). Estas macromoléculas, denominadas
dendrimeros, poseen una estructura definida, al contrario que los polimeros

lineales, que poseen una distribucion de tamafios probabilistica.
4
5« e
%_
A
4
-
Punto focal +
4
Extremos
< funcionalizados

Generaciones del dendrimero
10,2°,3°,....n°

Esquema 10: Estructura general de un dendrimero.

Como hemos visto antes, a la hora de sintetizar polimeros para su uso como
sondas moleculares se busca reducir el indice de dispersion del proceso. Debido a
gue el nimero de atomos metalicos que coordina cada molécula de sonda depende
de su longitud, un alto indice de dispersién reducira la reproducibilidad y precision

de los analisis, puesto que cada molécula generara una sefial ligeramente diferente.

Teniendo esto en cuenta, sintetizar un dendrimero que funcione como sonda
molecular parece una idea atractiva, ya que todas las moléculas de sonda seran

idénticas. En todo caso, hasta donde sabemos, no se han descrito sondas
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moleculares con estructura dendrimérica con aplicacién en deteccion a través de

ICP-MS.

A continuacion, se recogen algunos ejemplos encontrados en la literatura sobre la
sintesis de dendrimeros. En concreto, dendrimeros con una ramificacion trialilica,
gue como se vera mas adelante, podrian aplicarse al disefio y preparacién de una
sonda molecular. Estos ejemplos estan relacionados con el trabajo que se recoge

en esta memoria.

En 1999, Valérie Sartor et al, describen una sintesis organometalica de un derivado
del fenol que contiene en su estructura una ramificacion en tres alilos, al que nos

referiremos como AB; (Esquema 11).1t

HO

AB,
(i)t-BuOK, THF, CH,=CH-CH,Br, 10d, -50 °C,rt, 50%
(i)MeCN, 4h, rt, 70%

Esquema 11: Sintesis organometalica del derivado del fenol ABs.

En esta misma publicacion demuestran el potencial de este tipo de estructuras para

la sintesis de dendrimeros (Esquema 12).

/
P
A
Y o Y
HO = —> HO o) =
AN

AB,

Esquema 12: Preparacion de dendrimeros utilizando ABs.
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Basandonos en este trabajo, y otros relacionados con la sintesis y funcionalizacion
del dendrén AB3,212 se pensé en disefiar una sonda molecular para la detecciéon a
través de ICP-MS. Asi, en los apartados que aparecen a continuacion en esta
memoria, se describen el disefio y primeros estudios acerca de una sonda
molecular con estructura dendrimérica, y su potencial uso para deteccion a través

de ICP-MS.

20



3. OBJETIVOS

Se plantea la sintesis de una sonda molecular que pueda ser utilizada en la
determinacion cuantitativa de anticuerpos por medio de ICP-MS. Por tanto, el
disefio de esta molécula deberd incluir: un punto de union que permita el
acoplamiento a anticuerpos, funcionalidades quelantes que permitan coordinar
metales para su deteccion por ICP-MS, y una estructura repetitiva de modo que la
molécula pueda coordinar un namero relativamente elevado de a4tomos metalicos.
De acuerdo con las ideas expuestas en los antecedentes de la memoria, se

propone lo siguiente:

1) Como punto de unién: Se utilizar4 un grupo maleimida, siendo esta una
estrategia ampliamente utilizada en el campo de marcaje de anticuerpos.®-
81014 La mayoria de los anticuerpos presentan puentes disulfuro que
pueden ser reducidos a tioles, que a su vez se pueden adicionar a los
grupos maleimida (Esquema 13).

O

[N 2
\]é [Reduccion] \]é ! ( o \]f Qj

N~

0]
Esquema 13: Unién al anticuerpo a través del grupo maleimido.

2) Como funcionalidad quelante: Se escogié un derivado del DOTA, que
puede coordinar de forma eficiente metales lantanidos. Los lantanidos son
comunmente utilizados como marcadores en ensayos quimicos, esto se
debe a que pueden ser detectados con gran sensibilidad por medio de

ICP-MS.1% Para introducir a&tomos de un lantanido en una molécula
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3)

organica es necesario soportarlos de alguna forma. Los azaciclos,
sistemas ciclicos con multiples grupos amino presentes en el anillo, se
han popularizado como ligandos que mantienen cationes de distintos
lantanidos fuertemente coordinados, entre ellos destacan los derivados
del DOTA. Los grupos &cido carboxilico presentes en estas moléculas
confieren solubilidad en medio acuoso a la sonda, necesaria para realizar

la conjugacion de la sonda a biomoléculas (Figura 1).61%16

HO N N OH ’rH\N N OR N.i N

SR GRS

HO N N OH RO N N OR NE \N
N )~ o TN
o) 0 o) ] 0

DOTA R: alquilo - S

Derivado
(forma protegida)

Derivado

Figura 1. El DOTA, una molécula quelante con preferencia por los lantanidos, y
un derivado de este, en forma protegida de éster y en forma activa de carboxilato.
Como estructura repetitiva: Se propone un dendrimero. Un aspecto
importante en la sintesis de sondas moleculares poliméricas es la
minimizacion del indice de dispersién del polimero sintetizado. Una menor
variabilidad en el tamafio de las distintas moléculas de sonda proporciona
unos resultados mas precisos y reproducibles cuando se utiliza en
analisis, de modo que un dendrimero, que posee una estructura con un

tamafio definido, presenta una ventaja sobre el uso de polimeros.

En la Figura 2, se representa la estructura propuesta de acuerdo con estos tres

puntos.
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Figura 2: Estructura de la sonda molecular propuesta.

Antes de abordar la sintesis de la sonda con estructura de dendrimero, y como
prueba de concepto, se sintetizara la molécula lineal 1 (Figura 3) que contiene el
punto de anclaje al anticuerpo (maleimida) y un Unico ligando quelante (derivado de

DOTA).

e NWN/?;O&O

1
o)

Figura 3: Sonda molecular lineal (1).

Se determinara si esta molécula tiene capacidad de unirse a un anticuerpo, se
evaluara su capacidad de coordinar metales lantanidos, y finalmente se comprobaréa

si puede llevar a cabo la deteccion a través de ICP-MS.
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Después se continuara con la sintesis del dendrimero que contiene tres ligandos

quelantes (2) (Figura 4).

OR
OR

OR

Figura 4: Sonda molecular dendrimérica (2).

Aunque el objetivo final es la sintesis de moléculas con un gran numero de
ligandos, que pueden coordinar muchos atomos metalicos, tal y como se representa

en la Figura 2, esto excede el alcance de este trabajo.
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4. DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 Ruta sintética para acceder a la sonda de un solo ligando (1).

Para construir la molécula 1, soluble en agua, se propone sintetizar el triéster 3,
soluble en disolventes orgénicos, y acceder a 1 en un paso final de hidrdlisis de los
ésteres de tert-butilo. La molécula 3 se podria sintetizar por medio de una
esterificacion entre el &cido 6-maleimidohexanoico (4) y el fenol 5. Por otra parte, el
fenol 5 se podria obtener oxidando el enlace C-B de la molécula 6, que se habria
sintetizado realizando una alquilacion del derivado comercial del DOTA 7 con el

bromuro 8, también comercial (Esquema 14).
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Esquema 14: Retrosintesis de la molécula 1.
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4.1.1 Sintesis del 2,2',2"-(10-(4-(pinacolboranil)bencil)-1,4,7,10-

tetraazaciclododecano-1,4,7-triil)triacetato de tert-butilo (6).

Para poder introducir la funcionalidad 4-hidroxibencilo en el azaciclo 7 se realiz6
una N-alquilacion de la amina secundaria utilizando el bromuro bencilico 8. Se usé
bicarbonato de sodio como base, y la reaccion se llevo a cabo bajo argdén a 95 °C
durante 12h. El crudo de reaccion se purificd por columna de silica gel utilizando
una mezcla DCM/MeOH como eluyente. Se obtuvo 6 como un soélido blanco

amarillento con un rendimiento del 91% (Esquema 15).

o

W an W
N Nj O'Bu
N N B

u

/ \ I

/@/\Br +
O\B tBUO
|
>§fo . O},J\ A
7
NaHCO3; THF

95 °C, 12h
91%

Q

O

Esquema 15: Sintesis de 6.

4.1.2 Sintesis del 2,2’,2”’-(10-(4-hidroxibencil)-1,4,7,10-

tetraazaciclododecano-1,4,7-triil)-triacetato de tert-butilo (5).

Para obtener el fenol deseado (5) se realizd la correspondiente oxidacion del
dioxiborolano 6. La reaccion se llevé a cabo mezclando una disolucion de 6 en THF,

con una disolucién acuosa de hidréxido de sodio y otra de perdxido de hidrégeno.
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Tras cuatro horas de reaccion a temperatura ambiente, se procedi6 a la purificacion
por columna de silica utilizando una mezcla de DCM/MeOH como eluyente. Se

obtuvo 5 como un sélido blanco amarillento con un rendimiento del 42% (Esquema

16).
0, 0 o)
f“@j /\ /—/< H202 (35%) HO@ /\ /—/<
o} N N O'Bu . N N O'Bu
t [ j NaOH THF t [ j
BuO N N O'Bu 4h, 25 °C BuO N N O'Bu
>_/ — % 42% }J — Lﬁ
0 6 o) 0 5 0

Esquema 16: Sintesis de 5.

4.1.3 Sintesis del 2,2',2"-(10-(4-((6-maleimidohexanoil)oxi)bencil)-
1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7-triil)triacetato de tert-butilo (3).

Una vez sintetizado el fenol 5, se pasoé a estudiar la reaccion de esterificacion con el
acido 6-maleimidohexanoico (4). Esta reaccion se realiz6 varias veces probando
diferentes condiciones, que se recogen en la Tabla 1. Se intent6 llevar a cabo la
reaccion utilizando los agentes de activacion EDC y DDC, y también se intent6
realizar la esterificacion utilizando el cloruro de acido 9, preparado a partir del acido
6-meleimidohexanoico (4). Ninguno de estos intentos resultd en el acoplamiento
deseado (Tabla 1, entradas 1-3). Finalmente, se encontr6 que el agente de
activacion HBTU permite llevar a cabo la reaccion con éxito. Para ello la reaccion se
realizo en diclorometano en presencia de un exceso de DIPEA, y se dej6 12 horas a
0 °C (Tabla 1, entrada 4). El crudo de reaccion resultante se purificé por columna de
silica gel utilizando DCM/MeOH como eluyente y se obtuvo 3 como un sdélido

blanquecino con un 92% de rendimiento.
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Entrada Condiciones Rendimiento
1 4,5, EDC, DCM, 0 °C, 12h 0%
2 4,5, DDC, DIPEA, DCM, 0 °C, 12h 0%
3 1) Preparacion de 9: 4, CICOCOCI, DCM, 12h 0%
2) Esterificacion: 9, 5, NEts, 0 °C, 12h
4 4,5, HBTU, DIPEA, DCM, 0 °C, 12h 92%
N/ - F _~
QO P
-N N F* 1 F
N—/—N P \ /
O O
N
EDC DCC HBTU
0 O
4 Q / Q
v v
A s OH d s Cl
4 9

Tabla 1: Sintesis de 3 y condiciones que se estudiaron.
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En la Figura 3 se representa el espectro de *H-RMN de 3. Aparecen dos dobletes
en 7.49 ppm y 7.03 ppm que corresponden a los dos pares de protones
equivalentes del anillo aromético, un singulete en 6.72 que integra por los dos
protones que pertenecen a los hidrégenos del anillo de maleimida, y un multiplete
entre 1.50 ppm y 1.42 ppm que integra por veintisiete protones y que corresponde a
los tert-butilos de los ésteres. También podemos sefialar varios multipletes entre
3.57 ppm y 1.24 ppm que se corresponden con los protones de la cadena alifatica

que une el grupo maleimida y el carbonilo del éster.
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Figura 3: Espectro 1H-RMN de 3.
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4.1.4 Sintesis del acido 2,2',2"-(10-(4-((6-maleimidohexanoil)oxi)bencil)-

1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7-triil)triacético (1).

Por ultimo, los ésteres de tert-butilo presentes en el azaciclo han de ser hidrolizados
para que la sonda sea soluble en agua, lo cual es necesario para llevar a cabo la
bioconjugacion con los anticuerpos. La hidrdélisis de los ésteres de 3 se realizd
utilizando una disolucion de TFA/DCM, dejandola actuar 12 horas a temperatura
ambiente (Esquema 17). Tras una simple evaporacion del disolvente, se obtuvo el

compuesto 1 de manera cuantitativa.
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Esquema 17: Sintesis de 1.

En la Figura 3 se representa el espectro de *H-RMN de 1. La desproteccion de los
ésteres de tert-butilo se pudo confirmar puesto que la sefial en la region alrededor
de 1.40 ppm, que correspondia a los veintisiete protones de los tres grupos tert-

butilo en el triéster 3, no aparece en este espectro.
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Figura 4. Espectro 1H-RMN de 1.
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4.2 Ruta sintética del dendrimero de 1° generacion (2).

Tras la sintesis de la sonda molecular con un Unico ligando 1, se iniciaron los
estudios encaminados a la sintesis del dendrimero de 1° generacién 2, que
contiene en su estructura tres ligandos capaces de coordinar metales lantanidos.
Para esto, se disefid una sintesis convergente. El compuesto 2, provendria del
compuesto 10 tras la hidrélisis de los ésteres de tert-butilo de los ligandos
quelantes. A su vez el compuesto 10 se podria preparar a partir del dendrimero 11
y el intermedio 5, el fenol preparado durante la sintesis de 1. El dendrimero 11 se
puede obtener por medio de una esterificacién entre el acido carboxilico 4 y el fenol
12. El fenol 12 se podria sintetizar a partir del triol 13, que a su vez se podria
preparar funcionalizando el trieno 14 a través de una hidroboracién-oxidacion. El
trieno 14 se podria obtener a partir del alcohol 15, que se podria preparar desde el

éster comercial 16 (Esquema 18).
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Esquema 18: Sintesis convergente de 2.

33



4.2.1 Sintesis del 4-(4-metoxifenil)hepta-1,6-dien-4-ol (15).

Para la sintesis del alcohol 15 se partié del 4-metoxi-benzoato de metilo comercial
16. Al tratarlo con un exceso de cloruro de alilmagnesio, se obtuvo, después de una
hidrdlisis, el alcohol 15. La reaccion se realizé bajo argon y a 0 °C, afiadiendo una
disolucion del compuesto magnesiano a una disolucion del éster 16. Tras la adicion,
se dejo calentar la reaccién a temperatura ambiente y se paré tras 12 horas. El
crudo de reaccion se purificd por columna de silica gel usando una disoluciéon de
Hex/Et,O como eluyente. De esta forma se obtuvo el alcohol 15 con un rendimiento

del 63% (Esquema 19).

0 J
~.MgCl HO
OMe > AN
MeO Et,O
16 oec 12n MO o
63%

Esquema 19: Sintesis de 15.

4.2.2 Sintesis del 1-(4-alilhepta-1,6-dien-4-il)-4-metoxibenceno (14).

Para introducir el tercer alilo se hizo reaccionar el compuesto 15 con una disolucion
de aliltrimetilsilano en presencia de BFs;-Et,O, ambos en exceso. La reaccién se
llevo a cabo a -78 °C y bajo argdn. El crudo se purificé por columna de silica gel
usando una disoluciéon de Hex/Et,O como eluyente. Se comprobd que tanto la
relacion de reactivos como el tiempo de reaccion tenian un efecto relevante en la
eficacia del proceso. Asi, cuando se utilizd un exceso de 5 equivalente de silano y
de trifluoruro de boro con respecto a 15, y la reaccion se detuvo tras 10 minutos, se
obtuvo el compuesto 14 con un rendimiento muy bajo del 10% (Tabla 2, entrada 1).
La sintesis de 14 se repiti6 alargando el tiempo de reaccion hasta 12 horas, pero de
esta forma no se obtuvo producto (Tabla 2, entrada 2). También se llevé a cabo la

reaccion utilizando 10 equivalentes de silano y de trifluoruro de boro, con un tiempo
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de reaccion de 2 horas, pero se obtuvo 14 con un rendimiento de tan solo el 5%
(Tabla 2, entrada 3). Los mejores resultados se consiguieron con un control estricto
del tiempo de reaccién, de forma que se detuvo rapidamente la reaccién afadiendo
agua tras 5 minutos, asi se pudo obtener 14 con un rendimiento moderado del 49%

(Tabla 2, entrada 4).

/\/SiMeg, \
V
HO BF;-Et,0
X X
-78 °C
MeO MeO
15 14
Entrada Equivalentes 15:silano:BF3-Et,O Tiempo de reaccion Rendimiento

12 1:5:5 10 min 10%
b 1:5:5 12h 0%
3P 1:10:10 2h 5%
4b 1:5:5 5 min 49%

a ., L, . . L, ~ .
La reaccion se par6 evaporando primero el disolvente, y después afiadiendo agua.

La reaccion se par6 afiadiendo agua al medio de reaccidn, controlando la temperatura.

Tabla 2: Sintesis de 14 y condiciones que se estudiaron.

En cuanto al mecanismo de este proceso, se propone que el trifluoruro de boro
activa el alcohol, favoreciendo la formacién del carbocation I. A su vez, el anidn
[BF3(OH)]" generado activa el aliltrimetilsilano, que ataca al carbocation | resultando

en el compuesto 14 (Esquema 20).
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Esquema 20: Mecanismo de la sintesis 14.

En la Figura 6 se representa el espectro 'H-RMN de 14. Se observa un par de
dobletes entre 7.25 ppm y 6.86 ppm con una constante de acoplamiento J = 9.0 Hz,
que corresponden a los protones del anillo aromatico. Entre 5.65 ppm y 5.51 ppm
se encuentra un multiplete que integra por tres protones, en 5.02 ppm un doblete
(J= 7.4 Hz) que integra por tres protones, y en 4.99 un singulete que integra
también por tres protones. Estas tres sefiales se corresponden con cada uno de los
protones de las olefinas equivalentes de 14. A 3.81 ppm se encuentra otro
singulete, que integra por tres protones y que corresponde a los hidrégenos del
grupo metoxi. Finalmente, el doblete a 2.44 ppm (J = 7.1 Hz) que integra por seis

protones, proviene de los tres metilenos equivalentes de la molécula.
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Figura 6: Espectro 1H-RMN de 14.

4.2.3 Sintesis del 4-(3-hidroxipropil)-4-(4-metoxifenil)hepta-1,7-diol (13).
Una vez se perfecciond la sintesis del trieno 14 y se pudo obtener una cantidad
considerable de material, se procedié a la sintesis del triol 13, a través de una

hidroboracion-oxidacion de los dobles enlaces C-C del trieno 14.

Para ello se preparé un borano impedido, el disiamilborano, que se adicion6 a la
olefina, y después se oxidd con una disolucién basica de peroxido de hidrogeno
(Tabla 3, entrada 1). Tras purificarlo por columna se pudo aislar tan solo una
pequefia cantidad de producto, que sorprendentemente resultd ser material de

partida.

El proceso se intentdé de nuevo utilizando borano (Tabla 3, entrada 2), pensando

que su mayor reactividad frente al disiamilborano daria un mejor resultado, pero
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tampoco pareci6é reaccionar, por lo que la sintesis del compuesto 13 no se pudo

completar debido a la falta de tiempo.

OH
N 1) (a)
THF OH
0°C, 2h

N\

2) H202, NaOH MeO
Meo™ THF € OH
25°C.12h 13

Entrada (a) Rendimiento

1 HB(sia): 0%

2 BHs 0%

Tabla 3: Sintesis de 15 y condiciones que se estudiaron.
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4.3 Utilidad de la sonda molecular 1 en analisis por ICP-MS.

La sonda molecular con un unico ligando 1 se utilizé para medir la concentracion
del anticuerpo monoclonal anti-CD20. Este anticuerpo se utiliza en el tratamiento de
enfermos de leucemia, y actla uniéndose a las proteinas CD20 presentes en los

glébulos blancos cancerosos, estimulando la reaccién del sistema inmunitario.

Primero se realizé un estudio de la capacidad coordinativa de la sonda. Se afiadi6
una disoluciéon comercial de Th®* 1000 ppm (2% HNO3) a una disolucién acuosa de
la sonda 1, para que los iones metalicos se coordinasen a los ligandos quelantes de
la sonda. Esto se repiti6 incrementando progresivamente la relaciéon molar Tb :
sonda (Figura 7), utilizando mayores cantidades de disolucion de terbio durante la

preparacion de la muestra.

Las disoluciones de sonda se midieron por ICP-MS, los espectros superpuestos se

encuentran representados en la Figura 7.

ICP-MS (cps)
7000

6000
5000
4000
3000

2000

1000

0

27 275 28 28.5 29
Tiempo (min)
Relacion molar Tb: sonda

—]i]  —D]  —51 10:1

20:1

Figura 7: Espectros de masas superpuestos de varias muestras de sonda 0,35 ug/mL. Cada

una se preparé con una concentracién distinta de terbio.
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Se puede observar que una mayor cantidad de terbio incrementa la sefial obtenida,
por lo que es necesario utilizar excesos del metal para que todos los ligandos de la
disolucion de sonda consigan coordinar algin ion. El exceso necesario para
maximizar la sefal obtenida se encuentra dentro de un rango aceptable, por lo que

se puede afirmar que la sonda es capaz de coordinar lantanidos adecuadamente.

También se quiso comprobar la efectividad de la sonda en el marcaje de
anticuerpos. Para ello se redujo el anticuerpo monoclonal anti-CD20, que contiene
en su estructura puentes disulfuro, formando asi tioles a los que se podria acoplar
la sonda. Se siguié el procedimiento indicado en un kit de marcaje comercial de
modelo Maxpar, utilizando las disoluciones tampoén provistas por el kit (referidas
unicamente como buffer-R, buffer-W, buffer-C, buffer-PBS), y se us6 una disolucién

de TCEP como reductor de puentes disulfuro.

Se mezcld la disoluciéon de anticuerpos reducida con un exceso de la disolucion
preparada en el experimento anterior (Tb : sonda 10:1), y se incub6 durante 90
minutos a 37 °C. Se centrifugd la mezcla dentro de un filtro de exclusién por
tamafio, de forma que la sonda que no se hubiese acoplado a anticuerpos se

pudiera separar al ser mucho mas pequefia que los anticuerpos.

Se analiz6 el contenido de la muestra por medio de ICP-MS. Ademas del espectro
de masas realizado por el ICP-MS, la camara de nebulizacion del aparato contiene
un espectrémetro UV/Vis, ambos espectros se encuentran superpuesto es la Figura

8.
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ICP-MS (cps) UV/Vis (mAU)

1200 0.2
1000 0.15
800 0.1
600 0.05

400 0
200 -0.05
0 -0.1
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ICP-MS ——UV-Vis (300 nm)

Figura 8: Espectros de masas y UV/Vis de una muestra de anticuerpos marcados de

concentracion 0,5 mg/mL.

La intensidad del espectro UV/Vis viene dada como unidades de absorbancia
(mAU), y la del espectro de masas en cuentas por segundo (cps), lo que representa
el numero de iones que golpean el detector cada segundo. La presencia de un pico
en el espectro de masas en la regioén que le corresponde al terbio confirma tanto la
capacidad de la sonda de coordinar iones de lantanidos como de acoplarse a

anticuerpos.

El resultado de estos estudios parece confirmar la utilidad de la molécula disefiada
para su aplicacion como sonda para deteccion a través de ICP-MS. En cualquier
caso, el trabajo habria de completarse con la sintesis de una sonda de tipo

dendrimero, que pudiera acoger un nimero mayor de iones metélicos.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Aspectos generales

Condiciones de trabajo

En el caso de las reacciones realizadas bajo atmésfera inerte: fueron llevadas a

cabo en atmoésfera inerte de argén (99,99%), aplicando técnicas de Schlenk, y
equipados con tubos con tapones herméticos provistos de valvula. ElI material de

vidrio fue secado y evacuado previamente a su utilizacion.

En el caso de reacciones realizadas a baja temperatura: para reacciones llevadas a

cabo a una temperatura de 0 °C se emple6 un bafio de hielo y agua, para aquellas
que requiriesen temperaturas inferiores a 0 °C se utiliz6 un bafio de acetona,

enfriada a la temperatura necesaria utilizando nitrégeno liquido.

En el caso de reacciones realizadas a alta temperatura: se emple6é un bafio de

silicona calentado a través de una placa calefactora con un termémetro de contacto.

Disolventes

Todos los disolventes empleados en reacciones bajo atmdésfera inerte fueron

secados con agentes deshidratantes adecuados y destilados previamente a su uso.

Cromatoqrafia

En el caso de la cromatografia de capa fina (TLC): se realiz6 utilizando placas de

gel de silice 60 sobre soporte de aluminio, y se revelaron utilizando luz UV (A=254)
tras bafiarlas en colorantes como una disoluciéon de vainillina o cerio-molibdeno,

dependiendo del compuesto.

En el caso de la purificacion mediante cromatografia de columna: se llevé a cabo

utiizando gel de silice 60. La mezcla de eluyentes varid dependiendo del
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compuesto, aunque generalmente fueron mezclas DCM/MeOH o Hex/Et.0,

dependiendo del R de los compuestos a purificar.

Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear

Los espectros de H-RMN fueron realizados en los equipos Bruker AV-300 (300
MHz) y Bruker DPX-300 (300 MHz). Los valores de los desplazamientos quimicos
(8) se expresan en partes por millon (ppm) utilizando como referencia interna el
tetrametilsilano (Si(CHs)4). Los datos se indican en cada producto de la siguiente
manera: desplazamiento quimico, multiplicidad (s: singulete, sa: singulete ancho, d:
doblete, dd: doble doblete, dt: doble triplete, dqg: doble cuatriplete, t: triplete, tt: triple
triplete, tq: triple cuatriplete, q: cuatriplete, m: multiplete), constantes de
acoplamiento (J) expresadas en Hz, integracion y asignacion. Los espectros de *C
se registraron en los espectrémetros Bruker AV-300 (75 MHz) y Bruker DPX-300
(75 MHz) con desacoplamiento de protén. Los desplazamientos quimicos se

expresan en ppm utilizando como referencia interna el tetrametilsilano (Si(CHz)a).

Espectrometro de masas con Plasma de Acoplamiento Inductivo

Los espectros de masas se realizaron con un espectrometro modelo iCAP-TQ ICP-
MS, compuesto por dos cuadrupolos en posicion vertical y una celda de
colision/reaccion entre ambos. El equipo debe ser puesto a punto de forma diaria
para optimizar la sensibilidad y controlar la formacién de Oxidos. Para ello se
optimizan parametros como los flujos de gases, la posicion de la antorcha y las
corrientes aplicadas en las lentes. Esta se efectia de manera autbnoma por el
equipo suministrandole una disolucién de Li, Co, In, Ba, Ce y U en concentraciones

de 1 pg/L.
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5.2 Procedimientos experimentales

5.2.1 Sintesis del 2,2',2"-(10-(4-(pinacolboranil)bencil)-1,4,7,10-
tetraazaciclododecano-1,4,7-triil)triacetato de tert-butilo (6).

En un matraz Schlenk de alta presién se disolvieron 700 mg de 7 (1.14 mmol), 677
mg de 8 (2.28 mmol) y 478 mg de bicarbonato de sodio (5.7 mmol), en 15 mL de
THF bajo argén. Se sell6 el matraz y se dejé agitando a 95 °C 12 horas. La
disolucién se filtré a través de un papel y se lavo el residuo con 2 mL de metanol.
Se evaporaron los disolventes y se realizé una purificacion por cromatografia de
columna, utilizando como eluyente una mezcla DCM:MeOH 45:1, y aumentando
gradualmente la concentracibn de metanol hasta llegar a DCM:MeOH 4:1,
obteniéndose el 2,2',2"-(10-(4-(pinacolboranil)bencil)-1,4,7,10-tetraazaciclo

dodecano -1,4,7-triil)triacetato de tert-butilo (6).

Rendimiento: 91%

IH NMR (300 MHz, CDCls) &: 7.72 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.46 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 2.97

(s, 2H), 2.35 (s, 6H), 1.41 (s, 27H), 1.30 (bs, 16H), 1.19 (s, 12H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) d: 173.40, 172.49, 141.13, 135.21, 129.43, 83.91, 82.75,

82.28, 59.78, 55.76, 27.99, 24.87.
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5.2.2 Sintesis del 2,2’,2”-(10-(4-hidroxibencil)-1,4,7,10-tetraazaciclo
dodecano-1,4,7-triil)-triacetato de tert-butilo (5).

Se disolvieron en un matraz 832 mg de 6 (0.84 mmol) en 7 mL de THF, se le afiadié
1.1 mL de una disolucién acuosa 3M de NaOH y 0.3 mL de una disolucion acuosa
de peréxido de hidrégeno 35% (w/w). Se dejo agitando 4 horas a temperatura
ambiente, tras las que se extrajo con DCM (2 x 10mL). Se combinaron las fases
organicas, se secaron con Na;SO. y se evaporaron los disolventes. El crudo se
purificé por medio de columna cromatogréfica, utilizando como eluyente una mezcla
DCM:MeOH 45:1, y aumentando gradualmente la concentracion de metanol hasta
llegar a DCM:MeOH 6:1, obteniéndose 2,2°,2”-(10-(4-hidroxibencil)-1,4,7,10-

tetraazaciclododecano-1,4,7-triil)-triacetato de tert-butilo (5).
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Rendimiento: 42%

IH NMR (300 MHz, CDCls) &: 7.13 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 6.99 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 3.40

(s, 2H), 2.76 — 2.57 (m, 6Hi), 1.45-1.35 (m, 27H), 1.19 (bs, 12H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) &: 173.17, 172.23, 169.79, 157.45, 130.77, 126.85,

116.23, 82.97, 82.34, 81.89, 75.02, 58.91, 55.78, 55.56, 28.08, 27.85, 24.83.
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5.2.3 Sintesis del 2,2',2"-(10-(4-((6-maleimidohexanoil)oxi)bencil)-

1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7-triil)triacetato de tert-butilo (3).

En un matraz Schlenk se disolvieron 230 mg de 5 (0.37 mmol), 230 mg de 4 (1.11
mmol) y 209 mg de HBTU (0.56 mmol), en 10 mL de DCM. Se afiadieron 0.45 mL
de DIPEA y se dej6 agitando 12 horas. Se evaporaron los disolventes y se realizé
una purificaciobn por cromatografia de columna, utilizando como eluyente una
mezcla DCM:MeOH 20:1, y aumentando gradualmente la concentracion de metanol
hasta llegar a DCM:MeOH 3:1, obteniéndose el 2,2',2"-(10-(4-((6-maleimido

hexanoil)oxi)bencil)-1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7-triil)triacetato de tert-butilo

A).
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Rendimiento: 92%

IH NMR (300 MHz, CDCl3) &: 7.49 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.03 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 6.72
(s, 2H), 3.57 — 3.52 (m, 2H), 2.81 (bs, 16H), 2.57 — 2.52 (m, 2H), 1.80 — 1.72 (m,

2H), 1.69 — 1.62 (m, 2H), 1.47 (d, J = 3.5 Hz, 27H), 1.32 — 1.24 (m, 2H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) &: 173.55, 172.58, 170.88, 150.07, 135.12, 134.14,
131.15, 121.90, 82.86, 82.38, 58.87, 55.87, 55.61, 38.61, 37.54, 34.03, 28.23,

27.92, 27.84, 26.18, 24.32.
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5.2.4 Sintesis del acido 2,2',2"-(10-(4-((6-maleimidohexanoil)oxi)bencil)-
1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7-triil)triacético (1).

Se disolvieron en un matraz 50 mg de 3 en 2 mL de una disolucion 1:1 (v/v) de
DCM:TFA, y se dejo agitando 12 horas. Se evaporaron los disolventes a vacio y se
hizo precipitar afiadiendo 4mL de Et,O, obteniendo &cido 2,2',2"-(10-(4-((6-
maleimidohexanoil)oxi)bencil)-1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7-triil)triacético

(1) de manera cuantitativa.
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Rendimiento: Cuantitativo

IH NMR (300 MHz, MeOD) &: 7.67 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.20 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.83
(s, 2H), 2.61 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 1.80 — 1.73 (m, 2H), 1.67 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 1.46 —

1.38 (m, 2H), 1.20 (t, J = 7.0 Hz, 2H).

13C NMR (75 MHz, MeOD) &: 172.05, 171.23, 159.51, 159.00, 133.96, 122.52,
117.46, 113.64, 47.05, 46.76, 37.50, 36.91, 33.32, 29.31, 27.78, 25.72, 24.11,

23.89, 22.81.
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5.2.5 Sintesis del 4-(4-metoxifenil)hepta-1,6-dien-4-ol (15).

Se disolvieron 831 mg de 16 (5 mmol) en 45 mL de Et,O en un Schlenk, y se colocé
en un bafo de hielo a 0 °C. Una vez se enfrid la disolucion, se afadieron 25 mL de
una disolucion 1 M de cloruro de alilmagnesio en Et,O lentamente, controlando que
la reaccion no sea violenta. Cuando se terminé la adicion del magnesiano, se retird
el bafio y se dejé agitando 12 horas. Se evaporaron los disolventes y se realizé una
purificaciébn por cromatografia de columna, utilizando como eluyente una mezcla
Hex: Et;O 7:3, y aumentando gradualmente la concentracion de metanol hasta

llegar a Hex: Et,O 2:1, obteniéndose el 4-(4-metoxifenil)hepta-1,6-dien-4-ol (15).

Rendimiento: 64%

IH NMR (300 MHz, CDCl3) &: 7.31 (d, J = 9.0 Hz, 2H, Hs), 6.87 (d, J = 9.0 Hz, 2H,
He), 5.71 — 5.53 (M, 2H, Ha), 5.11 (d, J = 6.8 Hz, 2H, H1), 5.07 (s, 2H, Hz), 3.81 (s,

3H, Hy), 2.71 — 2.44 (m, 4H, Ha).

13C NMR (75 MHz, CDClIs) d 158.21, 137.88, 133.57, 126.51, 119.12, 113.40, 74.80,

55.22, 46.91.
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5.2.6 Sintesis del 1-(4-alilhepta-1,6-dien-4-il)-4-metoxibenceno (14).

Se disolvieron 2.6 mL de aliltrimetilsilano (16 mmol) en 4 mL de DCM en un matraz
Schlenk bajo argdn. Habiéndose enfriado previamente todas las disoluciones a -78
°C y agitando, se afiaden 2 mL de BFs-Et.O (16 mmol) y una disoluciéon de 350 mg
del alilicarbinol 15 (1.6 mmol) en 1.5 mL de DCM. La reaccion se par0 tras 5
minutos, separandola del bafo frio y afiadiendo 30 mL de agua tibia. Se extrajo con
DCM (3 x 10 mL). Se combinaron las fases organicas, se secaron con Na,SO,, y se
evaporaron los disolventes. Se realiz6 una purificacion por cromatografia de
columna, utilizando como eluyente una mezcla Hex: Et,O 10:1, obteniéndose el 1-

(4-alilhepta-1,6-dien-4-il)-4-metoxibenceno (14).

Rendimiento: 49%

IH NMR (300 MHz, CDCl3) & 7.24 (d, J = 8.9 Hz, 2H, Hs), 6.87 (d, J = 9.0 Hz, 2H,
He), 5.65 — 5.51 (M, 3H, Hs), 5.04 (d, J = 7.4 Hz, 3H, H1), 4.99 (s, 3H, H,), 3.81 (s,

3H, H7), 2.44 (d, J = 7.1 Hz, 6H, Ha).
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5.3 Determinacién de anticuerpos en una muestra.

Para la preparacion de la muestra de sonda acoplada al anticuerpo monoclonal

anti-CD20 se siguieron los siguientes pasos.

5.3.1 Reduccion del anticuerpo monoclonal anti-CD20.

Se afiadieron 390 pL de buffer-R a 10 pyL de una disolucion de 10 mg/mL del
anticuerpo, y se centrifugd durante 10 minutos a 12000 g. Por otra parte, se prepard
una disolucion reductora mezclando 8 yL de una disolucién 0.5 M de TCEP y 992
uL de buffer-R. Se mezclaron 100 pL de la disolucién reductora con 100 uL de la
disolucién de anticuerpo y se incubé a 37 °C durante 30 minutos. Se afiadieron 300
ML de buffer-C y se centrifugé durante 10 minutos a 12000 g, se afiadieron otros

400 pL de buffer-C y se repitio el centrifugado.

5.3.2 Marcaje del anticuerpo monoclonal anti-CD20.

En primer lugar, se coordin6 el metal a la sonda, para ello se mezclaron 5 uL de
una disolucion acuosa de 0.175 mg/mL de 1, 428.5 uL de una disolucion acuosa de
Tb3 1000 ppm (2% HNO3), y 556.5 yL de una disolucién acuosa de acetato de

amonio 50 mM.

Se mezcl6 con la disolucion de anticuerpo reducido y se incubé durante 90 minutos
a 37 °C. Después, se afadieron 200 pyL de buffer-W y se centrifugé durante 10
minutos a 12000 g. Esto se repitio tres veces mas utilizando 400 pL de buffer-W. Se
afladieron 80 uL de buffer-W y se tomé una alicuota de 20 uL de disolucién, que se
mezclé con 142 uL de buffer-PBS para dar una disolucién de concentracion de

anticuerpo 0.5 mg/mL.
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6. CONCLUSIONES

Se han diseflado dos estrategias sintéticas para obtener sondas moleculares que
puedan ser utilizadas en el marcaje de anticuerpos para analisis por ICP-MS. Las
sondas moleculares son una herramienta imprescindible para la determinacién de
compuestos que no pueden analizarse de forma convencional, por lo tanto, el
estudio de rutas que permitan su sintesis es de gran importancia tanto en el campo

de la Quimica Orgénica como de la Quimica Analitica.

La primera, basada en la sintesis divergente de una sonda de una cadena, se
desarroll6 exitosamente, el proceso consta de cuatro etapas y demostré un

rendimiento relativamente alto, del 35% en promedio.

La segunda, que se trataba de la sintesis convergente de un dendrimero, no pudo
completarse en el tiempo dedicado a este proyecto, llegando Unicamente al

intermedio 1-(4-alilhepta-1,6-dien-4-il)-4-metoxibenceno (14).

La sonda molecular con un unico ligando 1 que fue sintetizada pudo acoplarse al
anticuerpo monoclonal anti-CD20, y es capaz coordinar lantanidos de forma
efectiva, demostrando ser una opcién viable como marcador de anticuerpos.
Aungue son necesarios mas estudios sobre la sintesis del dendrimero 2, el éxito de
la sonda 1 demuestra que este tipo de estructuras tienen un potencial que puede

ser explotado en el campo de la Quimica Analitica.
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