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Resumen

Los glicésidos son moléculas ampliamente distribuidas en la naturaleza, que han
demostrado poseer variadas actividades bioldgicas. En algunos casos esa actividad viene
dada por la estructura global de la molécula; en otros, el residuo glicosidico puede ser
importante para la actividad bioldgica, ya sea para aumentar la potencia de la misma o para
mejorar los pardmetros farmacocinéticos de la molécula cuando es utilizada como farmaco.
La glicosilacion enzimatica es una potente herramienta para la generacion de glicésidos. Las
glicosidasas, usadas en las condiciones adecuadas, son capaces de transferir una unidad de
grupo glicosilo de una molécula dadora a otra que lo acepta.

En esta tesis, con el fin de sintetizar glicésidos con potencial actividad bioldgica, se
estudiaron sistemas de transglicosilacidn utilizando como catalizadores la 3-galactosidasa de
Aspergillus oryzae y la B-glucosidasa de almendras. Como moléculas aceptoras de grupo
glicosilo se seleccionaron dos alcoholaminas (3-amino-1-propanol y 1-amino-2-propanol) e
hidroxiurea.

Se logré sintetizar, purificar e identificar el compuesto 3-aminopropil-B-D-
galactopirandsido utilizando lactosa como dador de grupo galactosilo, 3-amino-1-propanol
como aceptor y [B-galactosidasa (6 UE/mL), a pH 5.5, 50°C y 24 hs de reaccidn. Las
concentraciones oOptimas seleccionadas fueron 100 mM de lactosa y 500 mM de 3-
aminopropanol. La lactosa también demostrd ser aceptor del sistema de transglicosilacidon
dando lugar a la formacion de un trisacdrido que fue identificado como o-B-D-
galactopiranosil-(1->,4)-B-D-galactopiranosil-(1->,4)-a-D-glucopirandsido. Si bien los dos
productos formados no mostraron ser mejores inhibidores de galectina 1 que la lactosa, lo
que los descarta como posibles agentes antitumorales, el 3-amino-propil-B-D-
galactopirandsido es una molécula muy interesante desde el punto de vista quimico, dado
gue constituye una galactosa funcionalizada con un grupo amino de alta reactividad.

Tanto el 1l-amino-2-propanol como la hidroxiurea no pudieron ser glicosilados
utilizando los sistemas de transglicosilacion propuestos, lo que hace pensar que no son
buenos aceptores para el sistema. El 1-amino-2-propanol es un alcohol secundario lo que
estaria confirmando el hecho de que esta P-galactosidasa tiene alta selectividad para
alcoholes primarios que son mas reactivos. . El hecho de que la hidroxiurea no sea buen
aceptor en ambos sistemas de transglicosilacion podria estar relacionado con su estructura,
ya que es probable que la cercania del grupo amino, afecte la nucleofilia del hidroxilo. A su
vez, es posible que el grupo carbonilo fuertemente electréfilo limite la electronegatividad
del grupo hidroxilo disminuyendo asi su nucleofilia. En estos casos, ambos aceptores, el 2-
amino-1-propanol y la hidroxiurea demostraron ser inhibidores de la [-galactosidasa de
Aspergillus oryzae . Sin embargo ésta no es la causa de que no sea posible la glicosilacién de
los mismos, ya que los valores de las constantes de inhibicién son muy elevados y en ambos
casos se observo la sintesis del trisacarido antes mencionado.

El desarrollo de esta tesis gener6 un mayor conocimiento de los sistemas de
transglicosilacién estudiados, lo que constituye un insumo para el disefio de prdximas
sintesis de glicdsidos catalizadas por estas enzimas.



Abstract

Glycosides are molecules widely distributed in nature, which have proved to possess
diverse biological activities. Sometimes these activities are given by the global molecule
structure; in other cases the glycosidic moiety is critical for the biological activity, either to
enhance it or to improve the pharmacokinetics parameters of the molecule, when the
glycoside is used as a drug. Enzymatic glycosylation is a powerful tool to generate glycosides.
Under appropriated conditions, they are able to transfer one unit of glycosyl moiety from a
donor molecule to an acceptor one.

In this thesis we studied the transglycosylation system catalyzed by Aspergillus oryzae
[-galactosidase and almond B-glucosidase, with the aim of synthesize potential bioactive
glycosides. Two alcoholamines (3-amino-1-propanol and 1-amino-2-propanol) and
hydroxyurea were selected as glycosyl acceptors. We were able to synthesize, purify and
identify the compound 3-aminopropyl-1-3-D-galactopyranoside using lactose as galactosyl
donor, 3-amino-1-propanol as the acceptor and p-galactosidase (6 EU/mL) at pH 5.5,50°C
and 24 h of reaction time. The optimum concentrations selected were 100 mM lactose and
500 mM 3-amino-1-propanol. Lactose also operated as an acceptor of the transglycosylation
system, leading to the formation of a trisaccharide identified as o-B-D-galactopyranosyl-
(1->,4)-B-D-galactopyranosyl-(1->,4)-a-D-glucopyranoside.

Both synthesized compounds were not better galectin-1 inhibitors than lactose, this
excluded them as possible antitumor agents. Nevertheless, the 3-aminopropyl-B-D-
galactopyranoside is a very interesting molecule from the chemical point of view, since it
constitutes a galactose moiety, functionalized with a high reactive amine group.

Both, 1-amino-2-propanol and hydroxyurea could not be glycosylated using the
proposed transglycosylation systems. The fact that 1l-amino-2-propanol is a secondary
alcohol confirmed the high selectivity of this B-galactosidase for the more reactive primary
alcohols. On the other hand, the bad performance of hydroxyurea as an acceptor in both of
the transglycosylation systems studied might be related to its structure. Probably the
proximity of the amino group affects the nucleophilicity of the hydroxyl group. Moreover, it
is also possible that the carbonyl group, highly electrophile, lowers down the
electronegativity of the hydroxyl group reducing its nucleophilicity.

Both acceptors, 2-amino-1-propanol and hydroxyurea, proved to be inhibitors of the
Aspergillus oryzae [-galactosidase. However, this is not the cause why they could not be
glycosylated, since the values of the inhibition constants are very high and trisaccharide
synthesis was possible in both cases.

The development of this thesis contributed to a better understanding of the
transglycosylation systems studied, which is an input for the design of future synthesis of
glycosides catalyzed by these enzymes.
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1.1.- Importancia de los glicosidos

En las ultimas décadas, como consecuencia del desarrollo de la glicobiologia, la
investigacion relacionada con la quimica de carbohidratos se ha incrementado
considerablemente. El interés en este tipo de moléculas obedece a su participacion
en multiples procesos bioldgicos entre los que se pueden destacar la migracion
intracelular y secrecién de glicoproteinas, interacciones célula-célula, oncogénesis,
al igual que interacciones entre células y patdgenos (Faber, 2011; Varki, 1999). En
las plantas, los carbohidratos forman parte tanto del metabolismo primario como
secundario. Aguellos que participan en el metabolismo secundario cumplen un rol
importante en la defensa de las mismas contra microorganismos, insectos y otros
organismos patégenos (Sepulveda, 2003). Dentro de la gran diversidad de
carbohidratos de interés bioldgico se encuentran los glicésidos. Estos estan
ampliamente distribuidos en la naturaleza y se ha demostrado que poseen
propiedades antimicrobianas, cardioprotectoras, antiinflamatorias, antitumorales,
entre otras (Sepulveda, 2003; Sarry, 2004; W.illits, 2005). Sin embargo su
purificaciéon es una tarea compleja y los rendimientos obtenidos son muy bajos
debido a la baja concentracidon de los glicdsidos en la muestra de partida. Su
obtencién mediante procedimientos de sintesis ha sido una solucién ampliamente
utilizada, la que a su vez ha permitido la generacién de glicésidos con diversas
aplicaciones. A modo de ejemplo en el drea de la salud se ha descripto el uso de
glicésidos en la produccidon de vacunas (Seeberger, 2008); en el desarrollo de
métodos de diagndstico no invasivos (Hermida, 2007; Celen, 2009); en la generacién
de prodrogas (Sorg, 2005; Thomas, 2007; Sivakumar, 2009; Yoon, 2010); como
agentes antioxidantes (Hayder, 2008; Eun, 2009; Yi, 2009; Rajaganesh, 2010; Sheikh,
2011); como agentes antitumorales (Colombo, 1996; Colombo,2000; Sorg, 2005;
Rabinovich, 2006).

Se han encontrado glicdsidos con propiedades prebidticas que pueden ser
utilizados en alimentos funcionales (Sako, 1999; Tzortzis, 2004; Tzortzis, 2005; Sanz,

2005). Se han sintetizado galactdsidos aplicables en la produccién de biomateriales
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(Jia, 2007). También se ha reportado el uso de alquilglicésidos como detergentes no
idnicos, entre otras multiples aplicaciones (Das-Bradoo, 2004).

En particular ciertos B-galactdsidos son capaces de inhibir la unién de las lectinas a
sus ligandos naturales (Salameh, 2005; Tejler, 2005; Giguiere, 2008). Las galectinas
son lectinas cuyo dominio de reconocimiento para carbohidratos presenta
especificidad por los B-galactésidos, particularmente por glicanos conteniendo N-
acetil-lactosamina. La galectina-1 (Gal-1) en especial es secretada en forma
abundante por las células de la mayoria de los tumores malignos y se ha
demostrado que participa en numerosos procesos relacionados con el cancer
incluyendo inmuno-supresion, angiogénesis, hipoxia y metdastasis. Esto la convierte
en un blanco prometedor para la terapia contra el cancer y a sus inhibidores en
potenciales agentes antitumorales (Hasan, 2007; Guigere, 2008; Ito, 2012). En este
contexto se han reportado glicésidos de bajo peso molecular aminados que
presentan cierta capacidad inhibitoria de galectina 1 (Rabinovich, 2006).

Por otra parte, la glicosilacion de compuestos constituye una herramienta
interesante para la generacion de prodrogas, ya que aumenta la solubilidad y/o la
selectividad de moléculas biolégicamente activas lo cual muchas veces mejora su
biodisponibilidad y biodistribuciéon (Erlund, 2004; Sorg, 2005; Bertrand, 2006).
Particularmente la glucosilaciéon de drogas quimioterapicas resulta un mecanismo
novedoso para aumentar la selectividad de las mismas hacia los tejidos tumorales.
Esto se basa en el hecho de que la velocidad de captacién de glucosa y de la via
glicolitica es diez veces mayor en células de tumores sélidos que en las células
normales, debido al alto requerimiento de energia en condiciones de hipoxia. En
estos casos la administraciéon de la prodroga deberia ir acompafiada con la
administracion de una glicosidasa conjugada a anticuerpos especificos para
antigenos tumorales que permitieran la liberacién de la droga activa en la célula
tumoral, estrategia denominada Antibody Direct Enzyme Prodrug Therapy (ADEPT)
(Bagshawe, 1994; Sorg, 2005; Mahato, 2011).

La obtencion de glicésidos mediante sintesis quimica tradicional ha sido
ampliamente reportada (Wimmer, 2004; Murakami, 2011; Rajput, 2014). Sin

embargo la misma es compleja ya que requiere numerosos pasos de protecciéon vy



Capitulo 1: Introduccion General y Objetivos

desproteccion debido a la presencia de multiples hidroxilos de reactividad similar.
La especificidad y estereoselectividad de las enzimas permite la sintesis de
glicésidos en un solo paso de reaccién lo cual resulta una alternativa muy

interesante (Ichikawa, 1992; Rye, 2000; Bajorova, 2009).

1.2.- Sintesis enzimdtica de glicosidos

1.2.1.- Enzimas

Las reacciones quimicas necesarias para mantener la vida deben transcurrir en una
escala de tiempo conveniente y compatible con los ritmos biolégicos, por lo cual las
mismas deben ser catalizadas. Las enzimas son los catalizadores de las reacciones
de los sistemas bioldgicos. La mayoria de ellas son de caracter proteico y tienen un
extraordinario poder catalitico, generalmente muy superior al de los catalizadores
sintéticos o inorgdnicos. Poseen un elevado grado de especificidad respecto a sus
sustratos, funcionan en soluciones acuosas en condiciones muy suaves de
temperatura y pH. Se conocen muy pocos catalizadores no biolégicos que tengan

estas propiedades.

Estas caracteristicas han permitido utilizar estos biocatalizadores en muchos
procesos a nivel de la industria alimentaria, quimica, médica entre otras, al igual
gue en el tratamiento de efluentes. En especial, debido a su alta especificidad las
enzimas son muy atractivas para su uso en sintesis quimica, especialmente para la
sintesis de productos farmacéuticos, intermediarios quirales y productos
bioquimicos (Tanaka, 1993; Buchholz, 2012). En particular las enzimas han resultado
ser una potente herramienta en la sintesis de nuevos glicésidos. El hecho de que las
mismas sean estereoselectivas permite la obtencidn de glicdsidos anoméricamente
puros en un solo paso de reaccion (Ichikawa, 1992; Van Rantwijk, 1999; Bojarov4,

2009).

Dentro de las enzimas que participan en el procesamiento de carbohidratos se

encuentran las glicosiltransferasas (E.C. 2.4.1.--), las glicosidasas (E.C. 3.2.1.--), y
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hacia finales de la década del 90 mediante mutagénesis dirigida de glicosidasas

surgen las glicosintasas.

Las glicosiltransferasas permiten una transferencia regioselectiva al igual que altos
rendimientos de glicosilacidn, pero su aplicacidn esta restringida por la exigencia de
usar como dadores de grupo glicosilo azucares activados (nucledtidos) de alto costo,
6 de su generacidn in situ mediante la utilizacién de una compleja maquinaria
adicional. Son altamente selectivas respecto a los aceptores y la glicosilacion
raramente ocurre sobre sustratos exégenos o modificados, lo que limita su uso para

la generacion de nuevos glicésidos (Daines, 2004; Hancock, 2006; Bojarova, 2009).

Las glicosidasas pertenecen al grupo de las hidrolasas. Ellas presentan la ventaja de
estar ampliamente distribuidas en la naturaleza y por lo tanto son facilmente
accesibles, a su vez son robustas, no requieren la presencia de nucledtidos como
cofactores como es el caso de las glicosiltransferasas, ni de modificacion genética

como en el caso de las glicosintasas (Daines, 2004; Hancock, 2006; Bojarova, 2009).

1.2.2.- Glicosidasas: Herramientas para la generacion de glicdsidos

Si bien las glicosidasas en la naturaleza actian como hidrolasas catalizando Ia
ruptura de enlaces glicosidicos, en condiciones adecuadas pueden actuar como
transferasas. Estas transfieren una unidad de grupo glicosilo de un compuesto
dador (glicdsido u oligosacdrido) a un nucledfilo que actia como aceptor. De hecho
cuando el aceptor es el agua tiene lugar la hidrdlisis del dador. Existen glicosidasas
gue preservan la estereoquimica del centro anomérico del glicésido y otras que lo
invierten. Sin embargo la mayoria de las glicosidasas utilizadas con fines sintéticos
mantienen la configuracién del carbono anomérico. Ejemplos de este caso son las
enzimas P-galactosidasa, invertasa y lisozima. Las glicosidasas que invierten la
configuracion como la trehalasa y la a-amilasa raramente han sido utilizadas para
la sintesis de glicdsidos (Crout, 1990; Ichikawa, 1992; Bucke, 1996; Vic, 1996; Palcic,
1999; Scigelova, 1999; Van Rantwijk, 1999).

Ambos mecanismos involucran la formacidon de un estado de transicidn con

formacién de un oxocarbonio y un par de acidos carboxilicos de residuos
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aminoacidicos presentes en el sitio activo de la enzima (Figura 1.1). En las
glicosidasas que invierten la configuracién del centro anomérico estos dos residuos
carboxilicos se encuentran a una distancia de enlace de aproximadamente 10 A (+/-
2 A) y la ruptura del enlace glicosidico tiene lugar mediante un mecanismo de
desplazamiento simple donde un acido carboxilico actia como base y el otro como

acido (Figura 1.1A).

A A T BN

Figura 1.1.- Mecanismo catalitico de las glicosidasas: A) Glicosidasas que invierten la configuraciony
B) Glicosidasas que retienen la configuracién (Adaptado de Rye, C.S., Withers,S.G. (2000) Current
Opinion in Chemical Biology, 4, 573-580).

En el mecanismo catalitico de las glicosidasas que conservan la configuracion del
centro anomérico los residuos aminoacidicos contendiendo los acidos carboxilicos
se encuentran a una distancia aproximada de 5.5 A y el mecanismo involucrado es

de doble desplazamiento (Figura 1.1 B) (Rye, 2000; Hancock, 2006; Bojarova, 2009).
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Transqglicosilacion enzimdtica

La reaccion de transglicosilacién catalizada por las glicosidasas tiene lugar en dos
pasos (Figura 1.2). En una primera etapa el sustrato (glicdsido u oligosacarido)
reacciona con la enzima formando el intermediario glicosil-enzima, liberando la
aglicona del dador, primer producto de la reaccién. En un segundo paso un
nucléofilo reacciona con el intermediario glicosil-enzima actuando como aceptor del
grupo glicosilo. Se libera el glicdsido formado (segundo producto de la reaccién) y se
regenera la enzima (Figura 1.2) (Viratelle, 1973; Lopez, 1994; Richard, 1995). Una
caracteristica del sistema a ser tenida en cuenta, es que tanto el sustrato como los
productos de hidrdlisis liberados (si alcanzan concentraciones suficientes) pueden

actuar como aceptores dando origen a otros glicésidos Gli-B (glicooligosacaridos).

TAIK, | @ o @l
A

/\L
K ROH
. Ky _ 3 . H,0| Ks .
+Gli-OR — Gli-OR —— Gli . + Gli
K2
)
. - K, @) + cis
Gli-OR: Dador de grupo glicosilo
Gli: grupo glicosilo
A: Aceptor

B: Gli-OR; ROH; Gili

Figura 1.2.- Esquema del funcionamiento del sistema de transglicosilacion catalizado por

glicosidasas

Un segundo aspecto a considerar es que el glicédsido de interés Gli-A puede a su
vez, ser sustrato de la enzima y por lo tanto existe la posibilidad de que el mismo
sea hidrolizado disminuyendo el rendimiento de la reaccidon de transglicosilacion.
Por lo tanto en este tipo de sistemas el tiempo de reaccidon es un parametro que

debe ser tenido en cuenta a los efectos de obtener buenos rendimientos de sintesis.

En el caso de las B-D-galactosidasas los sustratos pueden ser lactosa (sustrato

natural) o un sustrato artificial como él o-nitrofenil-B-D-galactopirandsido (ONPG).
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En el primer paso se libera la aglicona correspondiente (glucosa u o-nitrofenol) y en
el segundo el galactésido sintetizado, ¢ galactosa libre cuando tiene lugar la
reaccion de hidrdlisis. Cuando la glicosidasa utilizada es una B-D-glucosidasa el
sustrato puede ser la celobiosa o p-nitrofenil-B-D-glucdsido liberandose en el
primer paso glucosa o p-nitrofenol y en el segundo el glucésido sintetizado 6 una
segunda molécula de glucosa cuando tiene lugar la reaccidn de hidrdlisis.

Esta tesis de Maestria se enfoco en el estudio de dos sistemas de tranglicosilacién
catalizados por la P-galactosidasa de Aspergillus oryzae y la B-glucosidasa de
almendras, como herramientas para ser aplicadas a la glicosilacién enzimatica de

moléculas de bajo peso molecular.

1.2.2.1.- f D-Galactosidasa

La B-galactosidasa (E.C. 3.2.1.23), proveniente del hongo Aspergillus oryzae es una
enzima monomérica extracelular , constituida por 1005 residuos aminoacidicos, con
un peso molecular de 112 KDa. La misma ha sido recientemente cristalizada
permitiendo determinar su estructura. Se ha clasificado como glicosido-hidrolasas
(GH), perteneciente a la superfamilia GH-35, las cuales poseen como caracteristica
la presencia de 8 barriles (a/B) en su sitio catalitico, asi como dos residuos de acido
glutdmico que actuan uno como catalizador acido/base (E200) y otro como
nucledfilo (E298) dentro del barril (Maksimainen, 2013) (Figura 1.3.).

El hongo Aspergillus oryzae es considerado un microorganismo GRAS (Generally
recognized as safe). Ademds de presentar excelentes propiedades de
transglicosilacién, dicha enzima es estable en un amplio rango de temperaturas y
pH, y en presencia de una serie de co-solventes organicos. Todas estas
caracteristicas la hacen una excelente eleccién para la sintesis de galactésidos (Park,
1979; Binder, 1994; Binder, 1995; Yoon, 1996; Scheckermann, 1997; Okahata, 1998;
Reuter, 1999; Giacomini, 2007; Irazoqui, 2007; Irazoqui, 2009).
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Figura 1.3.- Molécula de galactosa en el sitio activo de la enzima -galactosidasa de Aspergillus
oryzae. Los puentes de hidrégeno se encuentran representados como lineas rojas (Tomado de

Maksimainen et.al., International Journal of Biological Macromolecules (2013); 60; 109— 115).

1.2.2.2.- f-D-Glucosidasa

La B-glucosidasa proveniente del fruto del almendro (Prunus amygdalus variedad:
Dulces) (E.C. 3.2.1.21) es una enzima homodimérica de 135 kDa de peso molecular,
con un punto isoeléctrico de 7,1 (Grover, 1977). La misma ha sido utilizada en la
sintesis de glucésidos con buenos rendimientos (Basso, 2002; Ducret, 2006). Es una
hidrolasa capaz de catalizar reacciones de sintesis de glicésidos en presencia de baja

actividad de agua (Wang, 2009).

1.3.- Objetivos

El objetivo general de esta tesis fue la aplicacion y estudio de dos sistemas de
transglicosilacién para la obtencion de glicésidos con dos potenciales aplicaciones:
i) sintesis de galactdsidos de bajo peso molecular con potencial actividad

para actuar como inhibidores de galectinas;
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i)

glicosilacion de farmacos antitumorales que les permitan aumentar su

selectividad hacia los tejidos blancos.

Obijetivos especificos:

En funcién de lo anterior se seleccionaron tres moléculas modelo que actuaran

como potenciales aceptores del grupo glicosilo: 3-amino-1-propanol y 1-amino-2-

propanol para la sintesis de inhibidores de galectina 1, e hidroxiurea

(hidroxicarbamida) para la glicosilacion de drogas quimioterapicas.

Teniendo en cuenta lo anteriormente mencionado se propuso el siguiente plan:

Sintesis enzimdtica de 3-aminopropil-1-B-D-galactopirandsido 'y 1-
aminopropil-2-B-D-galactopirandsido utilizando 3 amino-1-propanol y 1-
amino-2-propanol como aceptores. Optimizacion de las condiciones de
sintesis

Sintesis enzimdtica de los glicosidos de hidroxiurea (galactésido y glucésido).
Optimizacion de las condiciones de sintesis.

Purificacién e Identificacion de todos los compuestos sintetizados
enzimaticamente.

Evaluacién de los galactésidos de alcoholaminas obtenidos como potenciales

inhibidores de Galectina-1.

10
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2.1.- MATERIALES

2.1.1.- Enzimas

B-galactosidasa (B-D-galactdsido galactohidrolasa; 3.2.1.23) de Aspergillus oryzae
(G-5160); B-glucosidasa (B-D-glucdsido glucohidrolasa 3.2.1.21) de almendras (G-

4511). Ambas enzimas fueron adquiridas en Sigma (St.Louis, MO, USA).

2.1.2.- Reactivos

o-nitrofenil-B-D-galactopirandsido  (ONPG), p-nitrofenil-B-D-glucésido (PNPG),
lactosa, D-galactosa, D-glucosa, a-D-galactopiranosil-B-D-(1->3)-galactopiranosil-B-
D-(1->4)-galactopirandsido, 3-amino-1-propanol, 1-amino-2-propanol, orcinol, 1-
ciano-4-dimetilaminopiridinio tetrafluoroborato (CDAP-BF,) y la trietilamina fueron
adquiridos en Sigma (St.Louis, MO, USA).

El reactivo ninhidrina se adquirié de Merck (USA).

Los geles Sephadex G-10 y G-25, Sepharose 4B vy las columnas PD-10 fueron
adquiridos en General Electric (Buckinghamshire, UK).

Las placas de silica para cromatografia en capa fina fueron adquiridas de Machery
Nagel (Duren, Alemania). Los reactivos para el ensayo de determinacion de
proteinas por BCA fueron adquiridos de Pierce (Rockford, llinois, USA).

El resto de los reactivos utilizados fueron de grado analitico.

2.2.- Métodos

2.2.1.- Preparacion del extracto de enzima B-galactosidasa

Se realizé una suspensién de enzima a partir de 2.0 g de enzima en 15 mL de buffer
acetato de sodio 50 mM pH 5.5 con agitacién suave durante 30 minutos.
Posteriormente se centrifugd a 10000 rpm durante 15 minutos a 4°C, descartando

el solido remanente en el tubo.
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2.2.2.- Determinacidon de la concentracion de proteinas

La determinacién de concentracion de proteinas para las enzimas B-galactosidasa y

B-glucosidasa, se realizd por el método del acido bicinconinico (BCA) (Smith, 1985).

2.2.3.- Ensayo de actividad B-galactosidasa

Se incubaron 100 plL de una dilucién adecuada de enzima con 2.0 mL de ONPG 25
mM en buffer acetato de sodio 50 mM pH 5,5 (buffer de actividad) a temperatura
ambiente. La velocidad de formacion de ONP se determind
espectrofotométricamente a 405 nm utilizando un coeficiente de extincion de 0.75
x 10 3>M™. cm™ a pH 5.5.

Se definid la unidad de enzima como: “la cantidad de enzima necesaria para liberar
un micromol de ONP (o-nitrofenol) por minuto a pH 5.5 y temperatura ambiente”. La

actividad enzimatica se expresé como UE/mL.

2.2.4.- Ensayo de actividad B-glucosidasa

Se incubaron 2.0 mL de pNPG 20 mM en presencia 100 uL de la enzima B-
glucosidasa en de una dilucién adecuada en buffer acetato de sodio 100 mM pH 5.5
(buffer de actividad) a temperatura ambiente durante 15 minutos. Se tomaron
alicuotas de 0.5 mL de mezcla reactiva a los siguientes tiempos: 0, 5, 10 y 15
minutos. Para detener la reaccidn se les adicion6 al instante 0.5 mL de una solucién
de bicarbonato de sodio 0.10 M pH 10. La velocidad de formacién de p-nitrofenol
(pNP) de determind espectrofotométricamente a 405 nm utilizando un coeficiente
de extincién 18.3 x 10 *M™ cm™ a pH 10.0.

La unidad de enzima se definid como: “la cantidad de enzima necesaria para liberar
un micromol de p-nitrofenol por minuto a temperatura ambiente y pH 5.5”. La

actividad enzimatica se expresé como UE/mL.

13



Capitulo 2: Materiales y Métodos

2.2.5.- Preparacion de los clorhidratos de 3-amino-1-propanol y 1-

amino-2-propanol

A una solucién 1.0 M del correspondiente aceptor, se le adiciond gota a gota acido
clorhidrico concentrado hasta lograr pH acido. Posteriormente, se diluyé al medio
en buffer acetato de sodio 1.0 M pH 5.5. Se verificé que el pH final de la solucién
fuera 5.5.

La formacion del clorhidrato de aminopropanol correspondiente fue necesaria para

poder trabajar al pH 6ptimo de la enzima (pH 5.5).

2.2.6.- Estabilidad de Ila enzima P-galactosidasa en  distintas

condiciones

Se prepard una solucién de enzima (6 UE/mL finales) en buffer acetato de sodio 50
mM pH 5.5 y en una solucién 500 mM de cada uno de los aceptores (3-amino-1-
propanol, 1-amino-2-propanol e hidroxiurea) en buffer acetato de sodio 0.5 M pH
5.5 (alcoholaminas) y 0.1 M pH 5.5 (hidroxiurea). Se incubaron 5 ml de cada una de
estas soluciones a 50 °C durante 24 hs. A tiempos determinados se tomaron

alicuotas de 0.1 mL de dicha solucidn y se midid actividad B-galactosidasa.

2.2.7.- Estudio de inhibicion de la enzima B-galactosidasa de

Asperqillus oryzae por los aceptores en estudio (3-amino-1-propanol y

l-amino-2-propanol, hidroxiureaq)

Se determind la actividad enzimatica a distintas concentraciones de ONPG (1.0 mM
—15.0 mM) en presencia de diferentes concentraciones de aceptor (0.1 M- 1.0 M) a
temperatura ambiente. Los parametros cinéticos fueron determinados por el

método de Hanes (Cornish-Bowden, 1995).
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2.2.8.- Sintesis de los galactdsidos de alcoholaminas

Para llevar a cabo la sintesis se prepararon 10.0 mL de una solucién conteniendo
lactosa (0.10-0.35 M) como dador de grupo galactosilo y el aceptor seleccionado
(clorhidratos de 3-amino-1-propanol 6 1-amino-2-propanol), en distintas
concentraciones (0.10 M- 0.50 M) en buffer acetato de sodio 50 mM pH 5.5. Se
adicioné al medio la enzima B-galactosidasa de Aspergillus oryzae (6 UE/mL
concentracién final) previamente gel filtrada en columnas PD10 (Sephadex G25) y
se incubd a 50°C. Se tomaron alicuotas de 500 pyL a tiempos predeterminados
durante 24 hs, y se detuvo la reaccion enzimatica por calentamiento durante 5

minutos a 100 ¢C en baino de agua hirviendo.

2.2.9.- Sintesis de galactdsido de hidroxiureq.

Se incubaron 10.0 mL de una solucidn conteniendo lactosa en concentracion
variable (70 mM- 347 mM) como dador de grupo galactosilo e hidroxiurea (500
mM) como aceptor en buffer acetato de sodio 50 mM pH. 5.5. Se adicioné al medio
la enzima B-galactosidasa de Aspergillus oryzae (6 UE/mL concentracion final)
previamente gel filtrada en columnas PD10 (Sephadex G25) y se incubd a 50°C. Se
tomaron alicuotas de 500 L a tiempos predeterminados durante 24 hs, y se detuvo
la reaccién enzimatica por calentamiento durante 5 minutos a 100 2C en baino de

agua hirviendo.

2.2.10.- Sintesis de glucdsido de hidroxiurea

Se incubaron 10 mL de una solucién conteniendo 0.35 M celobiosa como dador de
grupo galactosilo y 0.5 M hidroxiurea como aceptor en buffer acetato de sodio 100
mM pH. 5.5. Se adicioné al medio la enzima B-glucosidasa de almendras en
concentracioén final 6 UE/mL y se incubd a temperatura de 50 °C durante 24 horas.

Se tomaron alicuotas a tiempos predeterminados deteniéndose la reaccién
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enzimdtica por calentamiento durante 5 minutos a 100 °C en bafo de agua
hirviendo.

2.2.11.- Evaluacion de las sintesis enzimdticas

Se siguié el avance de la reaccidn de sintesis, tanto de transgalactosilacion como de
transglucosilacién, por métodos de cromatografia en capa fina (TLC) y por

cromatografia liquida de alta presion (HPLC).

2.2.11.1.- Andlisis por cromatografia en capa fina (TLC)

Las TLC analiticas se desarrollaron en placas de Silica Gel 60 de 0.25 mm. Las
muestras y estandares (glucosa, galactosa, lactosa, celobiosa, 3-amino-1-propanol,
1-amino-2-propanol e hidroxiurea) fueron sembrados en placa. Se sembraron 5 puL
de muestra o de estdandar en banda de 1 cm en forma cuantitativa. Todas las
muestras fueron diluidas al cuarto previo a la siembra. La cromatografia se
desarrollé hasta un frente de 10 cm, en una cdmara de dimensiones 22 cm x 22 cm
X 6 cm (previamente saturada durante 30 minutos por en la siguiente fase movil:
Metanol; Cloroformo; Acetona; Hidroxido de amonio; 42: 16: 25: 16 v/v).

La placa fue secada al aire, asperjada con orcinol 0.2 % (p/v) en una mezcla etanol:
acido sulfurico (90:10), o asperjada con ninhidrina para determinar presencia de
grupo amino libre (0.2% (p/v) en una mezcla 1-butanol: acido acético al 10% v/v;
95:5 v/v). En ambos casos posteriormente a la aplicacion del revelador, se calentd la

placa durante 2 minutos (110° C) (Gardéfalo, 2011).

2.2.11.2.- Andlisis por HPLC

Los galactdsidos obtenidos se evaluaron utilizando un sistema de cromatografia
liquida de alta presion (HPLC) Waters, equipado con detector de indice de
refraccion. Se utilizé una columna Shodex Asahiapak NH2P50 4E, 4.6 mm d.i. x 250
mm de largo, a 25 °C, con la siguiente fase mavil: acetonitrilo: agua (75:25) y un

flujo de 1 ml/min.
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2.2.12.- Purificacion de los glicdsidos

La purificacion de los glicésidos se llevéd a cabo por cromatografia de exclusién
molecular utilizando un equipo Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC)
Pharmacia equipado con una columna preparativa (16 mm d.i. x 700 mm de largo)
de Sephadex G10, con agua bidestilada como fase mévil y un flujo de 0.06 mL/min
(1.8 cm /h) acoplado a un detector de indice de refraccion. En una segunda etapa
de la purificacion se realizd TLC preparativa a las fracciones eluidas de interés, como
ya fue descripto. Se revelaron los bordes de las placas con orcinol para ubicar los
carbohidratos.

La silica de la zona correspondiente al carbohidrato de interés fue removida vy el
compuesto se extrajo por sonicacién durante 10 minutos en una mezcla metanol:
agua (20: 80 v/v). Posteriormente la suspension fue centrifugada por 10 minutos a
8700 g. El procedimiento se repitid6 tres veces. Los sobrenadantes fueron

recolectados, se rotaevapord el metanol y posteriormente se liofilizd.

2.2.13.- Identificacion de los glicosidos

2.2.13.1.- Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (NMR)

Los experimentos de ‘H-RMN y**C-RMN fueron realizados a frecuencias de 400 y
100 MHz respectivamente a 30 °C en un instrumento Bruker Avance DPX 400 NMR
usando como solvente metanol deuterado (CDs0OD). Los desplazamientos quimicos
se reportaron en ppm, usando TMS y (&4 0.00) y Me,CO (&¢ 31.00) como referencia
interna. Los experimentos bidimensionales (COSY, HSQC y HMBC) fueron realizados
de acuerdo con las secuencia de pulsos estandares del software del instrumento. La
preparaciéon de las muestras se llevd a cabo tres ciclos de disolucién en D,0 y

liofilizado.
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2.2.13.2.- Espectrometria de masa

Los estudios de espectrometria de masa se realizaron en un espectrémetro
equipado por una fuente de iones de tipo electrospray y un detector de trampa
idnica lineal (LTQ Velos, Thermo). La muestra se resuspendidé en una solucidon 30%
acetonitrilo, 0.1% 4cido férmico y se introdujo por injeccién directa a 4 ul/min. La

deteccion se realizdé en modo positivo (I voltaje 5kV, temperatura capilar 275°C).

2.2.14.- Evaluacion bioldgica de los galactdsidos

2.2.14.1.- Preparacion de la suspension de glébulos rojos de conejo

Se partié de sangre heparinizada de conejo, previamente centrifugada (1500 g, 3
minutos). Se descartd el plasma y el pellet se lavé con buffer fosfato de sodio 50
mM pH 7.4; 0.15 M NaCl (PBS), se le agregd 1.0 mL de una solucién de tripsina 1
mg/mL en PBS y se incubd durante una hora a 37 °C. Los glébulos rojos tripsinados
se lavaron 4 veces con PBS por centrifugacion a 1500 g durante 3 minutos. La
fijacion de los eritrocitos se realizd con 1.0 mL de glutaraldehido 1% e incubando
durante 1h a temperatura ambiente. Se realizaron varios lavados con glicina 0,1 M y
finalmente con PBS. A partir de ese pellet se prepararon las suspensiones de

glébulos rojos al 4% para los ensayos de hemaglutinacion.

2.2.14.2.- Ensayo de Hemaglutinacion (HAG)

Se llevd a cabo de acuerdo a lo reportado en Franco Fraguas 2003 a. En una placa
de microtitulacion de fondo redondo se incubaron 25 pL de 0,15 M NaCl, 25 pL 1 %
BSA en 0,15 M NaCl, 25 uL de galectina 1 de bazo bovino purificada en nuestro
laboratorio de acuerdo a lo reportado por Ahmed et. al. (1996) con algunas
modificaciones (Rodriguez, 2011) y 25 plL de una suspension al 4 % de glébulos rojos
de conejo tripsinados. Se homogenizé y se incubd durante 30 minutos bajo
agitacion suave a temperatura ambiente. Se observd presencia o ausencia de

aglutinacién.
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La actividad HAG se cuantificé por el método de la dilucién seriada al medio. Una
Unidad de Lectina (UL) se define como el inverso de la méaxima dilucién en la que se

observa aglutinacion.

2.2.14.3.- Ensayo de Inhibicion de HAG

Se llevd a cabo de acuerdo a lo reportado previamente en Franco Fraguas 2003a y
en Giguére 2008. Para ello se sustituyd en el ensayo de HAG descrito
anteriormente, los 25 uL de 0,15 M NaCl por 25 plL de los galactésidos a evaluar,
utilizandose diluciones seriadas al medio de los mismos.

La concentracién de lectina utilizada para estos estudios fue aquella capaz de causar
un 50 % de hemaglutinacién (la dilucion previa a la ultima que permite ver
hemaglutinacidn a simple vista).

Se definid la minima concentracién inhibitoria (MIC) como la minima concentracidn
de galactdsidos capaz de inhibir la hemaglutinacidn. La potencia inhibitoria relativa
se definié como el cociente entre la MIC de la galactosa y la MIC del galactésido a

ser evaluado.

Todos los experimentos detallados en el presente capitulo fueron realizados al

menos por triplicado.
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Capitulo 3: Estudio del sistema de transgalactosilacion aplicado a la sintesis de galactdsidos de
bajo peso molecular en presencia de alcoholaminas.

3.1 INTRODUCCION

El avance de la glicobiologia en los ultimos afios, ha demostrado el rol de los
carbohidratos en multiples procesos biolégicos tanto normales como patoldgicos. Por
esta razon profundizar en el conocimiento de los mecanismos que involucran la
interaccidon entre carbohidratos y proteinas, es importante tanto para el estudio vy
diagnodstico de ciertas patologias, asi como para lograr el disefio racional de drogas para

su tratamiento.

El estudio de las interacciones entre carbohidratos y lectinas es una de las areas de
investigacion mas prometedoras para develar los mecanismos de los procesos biolégicos
mediados por glicanos, para lo cual es esencial disponer de glicésidos y oligosacdridos de
estructura definida (Ito, 2012; Sunasee, 2013; Ogiso, 2013). Las lectinas son proteinas que
presentan un dominio de reconocimiento para carbohidratos (DRC); en particular las
galectinas reconocen en forma especifica 3-galactésidos. Una de las mas estudiadas es la
Galectina-1 (Gal-1) (Rabinovich, 2005), la cual es secretada de forma abundante por la
mayoria de las células tumorales malignas. Participa en el desarrollo del céncer,
promoviendo la adhesion de las células tumorales, angiogénesis, metastasis, hipoxia y la
generacion de un ambiente inmunosupresor que favorece el crecimiento del tumor
(Hasan, 2007; Ito, 2012). Por tal motivo esta proteina constituye un blanco molecular en
la terapia del cancer, lo que convierte a sus inhibidores en potenciales agentes

antitumorales.

Se ha reportado la capacidad de ciertos galactdsidos de unirse al DRC de las galectinas
inhibiendo la unién de sus ligandos naturales. Por esta razén, la disponibilidad de
galactdsidos sintéticos de bajo peso molecular con estructura definida, pasibles de ser
evaluados como inhibidores de galectina, seria fundamental para el disefio de nuevos

agentes antitumorales (Rabinovich 2006).

La mayoria de los galactdsidos sintéticos reportados en bibliografia han sido obtenidos
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por sintesis quimica tradicional, proceso que requiere de numerosos pasos de proteccion
y desproteccion de los grupos hidroxilos (Ingrassia, 2006; Giguere, 2006; Hasan, 2007;
Guigere, 2008; Ito, 2012). En este sentido, la glicosilacion enzimatica, permite la
generacion de glicésidos anoméricamente puros en un solo paso de reaccion, utilizando

condiciones de reaccién moderadas, lo que constituye una excelente alternativa.

En particular, la enzima [-galactosidasa de Aspergillus oryzae, es una glicosidasa
ampliamente utilizada para la generacién de galactésidos mediante el mecanismo de
transglicosilaciéon (Ismail, 1999; Giacomini, 2002; Irazoqui, 2009; Yoon, 2010; Porciuncula

Gonzalez, 2013).

El objetivo de este capitulo fue estudiar el sistema de transglicosilacidn catalizado por la
enzima [3-galactosidasa de Aspergillus oryzae como herramienta para la sintesis
enzimatica de galactésidos de bajo peso molecular y su evaluaciéon como inhibidores de
Gal-1. En particular se estudid la sintesis de los compuestos 3-aminopropil-1-B-D-
galactopirandsido y 1-aminopropil-2-B-D-galactopirandsido, usando lactosa como dador

de galactosilo y la alcoholamina correspondiente como aceptor.

3.2. RESULTADOS Y DISCUSION

3.2.1. Estudio de estabilidad de la B-galactosidasa de Aspergillus oryzae en

las condiciones de trabgjo

La sintesis enzimatica de los galactdsidos propuestos requiere del uso de alcoholaminas
como aceptores. Dada la naturaleza organica de las mismas y considerando que la
estabilidad de las glicosidasas en estos solventes es dependiente de su concentracién
(Brena, 2003) es necesario estudiar la estabilidad de la enzima en las condiciones de
reaccidn. Por lo tanto se realizd el estudio de estabilidad en las condiciones mas drasticas
a ser utilizadas, 500 mM de aceptor (3-amino-1-propanol é 1-amino-2-propanol), pH 5.5,

50°C durante 24 hs. Tanto la temperatura (50°C) como el pH (5.5) seleccionados fueron
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los reportados como dptimos para esta enzima (Park, 1979).

Tal como se puede apreciar en la Figura 3.1, en presencia tanto de 3-amino-1-propanol
como de 1-amino-2-propanol, la enzima mantuvo una actividad residual superior al 75%
durante las primeras 5,5 horas. Posteriormente decayd paulatinamente hasta un 45 % al
cabo de 24 horas de incubacién. La enzima incubada a 50 °C en ausencia de aceptor,
demostrd al cabo de 24 horas mantener una actividad residual superior al 90 %, por lo
que el decaimiento observado cuando se incuba con la alcoholamina se debid

mayormente a la presencia de esta.
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Figura 3.1: Estabilidad de la enzima B-galactosidasa de Aspergillus oryzae en presencia de los aceptores
propuestos a 50 °Cy pH 5.5.

En funcidon de estos resultados, es posible trabajar en estas condiciones a tiempos
cercanos a las 5.5 horas manteniendo una actividad enzimatica residual adecuada para

gue se desarrolle la catalisis.
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3.2.2. Estudio de inhibicion de la enzima por el aceptor

Se ha reportado que el aceptor del sistema de transgalactosilacién puede actuar como
inhibidor de la enzima (Lépez, 1994; Irazoqui, 2013; Porciuncula-Gonzalez, 2013). Por esta
razon se estudio la inhibicion de la enzima por parte de los aceptores 3-amino-1-propanol
y 1-amino-2-propanol, a temperatura ambiente y utilizando ONPG como sustrato de la
enzima, de manera de facilitar la determinacién de la actividad enzimatica.

Como se observa en la Tabla 3.1 ni la constante catalitica (kct), ni la constante de
Michaelis-Menten (K.,), y en consecuencia tampoco la eficiencia catalitica (k..t/Km) de la
enzima, se vieron afectadas en forma significativa en presencia de 3-amino-1-propanol en
las concentraciones estudiadas (0 — 1.0 M), por lo cual se puede concluir que este aceptor

no es inhibidor de la enzima.

Tabla 3.1. Estudio de inhibicion de la B8-galactosidasa de Aspergqillus oryzae por 3-amino-

1-propanol

[3-amino-1-propanol] Km Keat Keat/Km
(M) (mM) (min-1) (mM-1min1)
0 2.6+0.2 (5.7 +0.5)x10° (2.2 +0.4) x10°
0.1 2.8+0.1 (6.1 +£0.5) x10° (2.2 £0.1) x10°
0.3 3.0+ 01 | (6.3%0.6)x10° (2.1 +0.3) x10°
0.5 3.4+03 | (7.0+0.7)x10’ (2.1 +0.4) x10°
1.0 3.7+0.7 | (7.3+1.1)x10° (2.0+0.7) x10°

Sin embargo, los resultados obtenidos con 1l-amino-2-propanol demostraron que este
aceptor ejercié un leve efecto inhibidor sobre la enzima (Tabla 3.2). Como se puede
apreciar en dicha tabla, tanto la ket como el Ky, disminuyeron en la misma proporcion al
aumentar la concentracion de esta alcoholamina lo cual es caracteristico de la inhibicién
acompetitiva (Esquema 3.1). Se determind la constante de inhibicidon obteniéndose un

valorde 2.5+ 0.1 M.
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Tabla 3.2. Estudio de inhibicion de la B-galactosidasa de Aspergillus oryzae con 1-amino-

2-propanol

[1-amino-2-propanol] Km Kcat Kcat/Km
(M) (mM) (min-1) (mM-1.min1)
0 2.6+0.2 (5.7 £0.5)x10° | (2.2+0.4)x 10°
0.1 3.2+0.2 (4.8+0.5)x10° | (1.5+0.2)x10°
0.3 24+0.2 (3.8+0.5)x10° | (1.5+0.3)x10°
0.5 2.6+0.1 (4.0+0.3)x10° | (1.5+0.2)x10°
1.0 20+0.1 (3.4+0.3)x10° | (1.7+0.2)x10°
1-amino-2-propanol
Gal-Prop
E+ = E-Gal
1-amino-2-propanol ‘
o fno )
\/‘ Galactosa
Ki=2.5+£0.1 M
E-Gal
|
Prop

Esquema 3.1: Mecanismo de inhibicién acompetitiva ejercida por 1-amino-2-propanol sobre la enzima
(ONPG: o-nitrofenil-B-D-galactopirandsido; Prop: 1-amino-2-propanol; Gal: galactosa).
El alto valor de la K; para el 1-amino-2-propanol indica que el efecto inhibitorio del mismo
sobre la enzima es muy leve. Si bien a los efectos de facilitar el disefio experimental de
este estudio se utilizaron un sustrato (ONPG) y una temperatura (25°C) diferentes a las

utilizadas en la reaccion de sintesis de los galactésidos de interés (lactosa y 50°C), los
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resultados obtenidos pueden utilizarse como una aproximacién vdlida para suponer que
el grado de inhibicidn ejercido por el aceptor 1-amino-2-propanol sobre la enzima en esas

condiciones también seria de muy bajo impacto.

3.2.3. Sintesis de 3-aminopropil-1-B-D-galactopirandsido

Se estudid la sintesis enzimatica del compuesto 3-aminopropil-1-B-D-galactopirandsido, a
partir de lactosa (347 mM) como sustrato dador y 3-amino-1-propanol (500 mM) como
aceptor, durante 24 horas a 50°C y pH 5.5, utilizando 6 UE/mL. Se siguid el avance de la
reaccidon por cromatografia en capa fina (TLC) utilizando un revelador especifico para
carbohidratos (orcinol) y otro para deteccion de grupo amino libre (ninhidrina).

En la Figura 3.2 se observa que a medida que la reaccidn avanza disminuye la
concentracion de lactosa (Rf 0,18) y aumenta la concentracion de sus productos de

hidrdlisis glucosa (Rf 0,40) y galactosa (Rf0,33).
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- s 0,33
- - 0,25
0,18
G e e e B 0,07 |
e SEENR  sessbed s Mmoo TR :
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 3.2.- Avance de la reaccién de transgliosilacion evaluada por TLC, utilizando lactosa 347 mM
3-amino-1-propanol 500 mM (6 UE/mL, 50° Cy pH 5.5)

Siembra: 1: Lactosa 50 mM; 2: 0 hs.; 3: 0.25 hs.; 4: 0.5 hs.; 5: 1 hs; 6: 2 hs; 7: 3 hs; 8: 4 hs; 9:5 hs; 10: 24 hs;
11: Glucosa 50 mM; 12: Galactosa 50 mM .

Durante las primeras cinco horas de reaccién el incremento de la concentracion de
glucosa fue mas pronunciado que el de galactosa. Esto puede ser un indicio de la
coexistencia de los procesos de transgalactosilacion e hidrdlisis, ya que la glucosa se
libera en el primer paso de reaccién en ambos procesos, independientemente del aceptor

involucrado. Sin embargo la galactosa solo se libera en el segundo paso de reaccion
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cuando el aceptor es el agua (Esquema 1.2).

Por otra parte, aparecieron dos nuevas bandas, cuyos R de 0,25 (compuesto 1) y de 0,07
(compuesto 2) no coincidieron ni con los sustratos ni con los productos de hidrélisis lo
qgue implicaria que estos compuestos serian productos de transgalactosilacién. Cabe
destacar que al cabo de 24 horas la intensidad de la banda del compuesto 2 disminuyé
notoriamente mientras que la intensidad de la banda correspondiente al compuesto 1
permanecio constante. Esto estaria indicando que el compuesto 2 se hidroliza a tiempos
prolongados mientras que el compuesto 1 o bien no se hidroliza, o mantiene un equilibrio
entre las velocidades de sintesis y de hidrélisis.

Para determinar la presencia de grupos amino libre en los nuevos compuestos se realizd
una TLC y se revelé con ninhidrina. Como se aprecia en la Figura 3.3 las bandas
correspondientes a los dos compuestos nuevos fueron reveladas con orcinol, por lo que
se trata en ambos casos de carbohidratos; sin embargo solo el compuesto 1 y la banda
correspondiente al 3-amino-1-propanol (Rf 0.67) revelaron con ninhidrina, lo que pone de
manifiesto que los mismos poseen en su estructura un grupo amino primario, siendo un
primer indicio de que el compuesto 1 podria ser el galactésido buscado, es decir 3-

aminopropil-1-B-D-galactopirandsido.

A B Rf

0,40
0,33
B 0,25
0,18
0,07

Figura 3.3. Evaluacion de la reaccidn de tranglicosilacion a las 2 hs de reaccion (lactosa 347mM, 3-amino-1-
propanol 500 mM, 6UE/mL pH: 5.5y 50 °C. A) revelado con orcinol. B) revelado con ninhidrina.

Siembra: 1- Sintesis de 3-aminopropil-1-B-D-galactopirandsido; 2- Lactosa 50 mM; 3- Glucosa 50 mM ; 4-
Galactosa 50 mM ; 5- Sintesis de 3-aminopropil-1-B-D-galactopirandsido.
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3.2.4. Reaccion de sintesis en ausencia del aceptor (control)

Con el objetivo de evaluar el comportamiento del sistema de transglicosilacion en
ausencia del aceptor (3-amino-1-propanol é 1-amino-2-propanol) se incubd la enzima
con tres concentraciones de lactosa diferentes (100, 200 y 347mM). En la Figura 3.4 se
observa la formacién de glucosa y galactosa, asi como también del compuesto 2 (R¢ 0.07)

en todas las concentraciones de lactosa estudiadas.

A
Rf
-i St R R s S - 0.40
5 2 - g - = S 0.33
- 0.25
el - - - P e e e 0.18
I - N B Bl 007
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
B C Rf

0.18

0.40
3 . 0.33
.

0.07 |

Figura 3.4. Avance de la reaccién de transglicosilaciéon evaluada por TLC utilizando diferentes
concentraciones lactosa en ausencia de aceptor (6UE/mL, 50°C, pH 5.5)

A) Lactosa 347 mM: 1- Lactosa 50 mM, 2- sintesis con 3-amino-1-propanol 500 mM 2 hs de reaccion, 3-0 h,
4-0.25h,5-0.5h,6-1h,7-2h, 83 h, 9-4 h, 10- 24 h, 11- Glucosa 50 mM, 12- Galactosa 50 mM.

B) Lactosa 200 mM: 1-0 h, 2-0.25 h, 3-0.5h, 4- 1 h, 5- 24 h.

C) Lactosa 100 mM: 1-0 h, 2-0.25 h, 3-0.5 h, 4- 1 h, 5- 24 h.

El hecho de que el compuesto 2 se sintetice en ausencia de 3-amino-1-propanol confirma
gue el mismo no es producto de la transferencia de una unidad de galactosa al 3-amino-1-

propanol. La formacidon del compuesto 2 podria estar dada por la reaccidon de
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transglicosilacion donde la lactosa actia en forma simultdnea como dador y aceptor del
grupo galactosilo. A su vez es interesante destacar, que dicha reaccidn es capaz de
competir con la reaccidn de hidrdlisis aun en baja concentracién de lactosa.

Ademas el hecho de que el compuesto 1 no se sintetice en ausencia de 3-amino-1-
propanol reafirma la teoria de que el mismo podria ser 3-aminopropil-1-B-D-
galactopirandsido. Otro punto a tener en cuenta es que cuando la concentracidn inicial de
lactosa fue 100 y 200 mM la conversidn de la misma a las 24 horas de reaccion fue total,

y casi completa cuando la concentracién inicial de lactosa fue 347mM.

3.2.5. Evaluacion de las condiciones optimas de reaccion

Se evaluaron diferentes condiciones de reaccién con el objetivo de incrementar el
rendimiento de produccién de 3-aminopropil-B-D-galactopirandsido. Para ello se estudid
la sintesis en presencia de distintas concentraciones de aceptor y de dador a lo largo de
24 horas de reacciéon, manteniendo constantes la otras condiciones: 50°C, pH 5.5 y 6
UE/mL. En una primera instancia se evalud la influencia de la concentracion de lactosa
manteniendo fija la concentracién de 3-amino-1-propanol en 500 mM. Como se puede
observar en la Figura 3.5. tanto el compuesto 1 como el 2 se sintetizaron de manera
apreciable en las tres concentraciones de lactosa estudiadas.

Esto demuestra que en el rango estudiado (100-347 mM) la concentracién de lactosa no

es un parametro critico en la sintesis del galactésido.
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347 mM lactosa

-
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Figura 3.5. Avance de reaccién de transglicosilacion evaluada por TLC utilizando 3-amino-1-propanol 500
mM y concentracién variable de lactosa (6UE/mL, 50 °C, pH 5.5). Siembra: 1- Lactosa 50 mM; 2- 0 hs; 3-
0.25 hs; 4- 0.5 hs; 5-1 hs; 6- 2 hs; 7- 3 hs; 8- 4 hs; 9- 5 hs; 10- 24 hs; 11- Glucosa 50 mM; 12- Galactosa 50

mM.

Posteriormente se estudid el comportamiento del sistema de transgalactosilacién en

funcién de la concentracién de aceptor (100, 250 y 500 mM de 3-amino-1-propanol) a

una concentracion fija de lactosa (200 mM). En la Figura 3.6 se observa que a mayor

concentracion de 3-amino-1-propanol, mayor intensidad de la banda correspondiente al

compuesto 1. Por lo tanto la concentracion de aceptor, si es un pardmetro critico para la

generacién del compuesto 1, favoreciendo la reaccién de transgalactosilacién.

Al comparar la Figura 3.6. con la Figura 3.4. se observa cdmo la velocidad de conversion

de la lactosa se enlentece en presencia de 3-amino-1-propanol. Tal como fue discutido

anteriormente en la seccidén 3.2.2, se descarta inhibicion de la enzima por 3-amino-1-

propanol, como explicacidn de este comportamiento.
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Figura 3.6: Avance de la reaccion de transglicosilacion evaluada por TLC utilizando lactosa 200 mM vy
distintas concentraciones de 3-amino-1- propanol (100 mM, 250 mM y 500 mM).

A) 3-amino-1-propanol 500 mM: 1- Lactosa 50 mM: 2- 0 h, 3- 0.25 h, 4- 0.5 h, 5- 1h, 6- 2h, 7- 3h, 8- 4h, 9-
5h, 10- 24h, 11- Glucosa 50 mM, 12- Galactosa 50 mM

B) 3-amino-1-propanol 100 mM: 1- 0 h; 2- 0.5 h; 3- 1 h; 4- 3h; 5- 24h.

C) 3-amino-1-propanol 250 mM: 1- 0.5 h; 2- 1 h; 3- 3 h; 4- 24 h.

Dado que la enzima mantuvo un porcentaje de actividad residual cercana al 45% al cabo
de 24 hs de incubacién a 50°C en presencia de 3-amino-1-propanol (seccién 3.2.1), es
posible que la inactivacidn parcial de la enzima sea la causa de dicho enlentecimiento.
Mas aun dado que la enzima mostré ser estable durante 24 hs a 50°C (en ausencia de
aceptor) la disminucién de la velocidad de conversién de lactosa puede parcialmente
atribuirse a la presencia de 3-amino-1-propanol en el medio de reaccidn.

Ya que la concentracion de lactosa no fue un pardmetro critico para la sintesis del
galactdsido, considerando que una concentracidn baja de la misma facilita la purificacién
del mismo, y que la mayor produccién de galactésido se observd con la concentracién
mas alta de aceptor estudiada, las condiciones seleccionadas para la sintesis fueron:
concentraciones 100 mM de lactosa y 500 mM de 3-amino-1-propanol; 50°C de

temperatura; pH 5.5 y 6 UE/mL. Se selecciond el tiempo de 24 horas de reaccién dado
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que la conversion de lactosa es casi total, lo que es un hecho muy favorable para el
proceso de purificacidn a la vez que no se observd disminucidn del compuesto de interés

en ese periodo.

3.2.6. Purificacion de los compuestos 1y 2

La purificacion de los compuestos 1y 2 se llevd a cabo en dos etapas utilizando como
muestra de partida la sintesis realizada en las condiciones seleccionadas. En la primera
etapa se realizd una cromatografia de exclusién molecular utilizando una columna
empaguetada con Sephadex G-10, en la que el compuesto 2 eluye primero y se obtiene
practicamente puro, mientras que el compuesto 1 co-eluye con lactosa en un volumen de
elucién mayor. En una segunda etapa se realizé una TLC preparativa de la fraccién que
contiene el compuesto 1 y lactosa, a través de la cual se logré obtener el compuesto 1

puro (Figura 3.7).

Figura 3.7: Andlisis por TLC de la pureza de los compuestos 1 y 2 purificados por cromatografia de
exclusion molecular y posterior TLC preparativa. A) revelado con orcinol. B) revelado con
ninhidrina.

1- Compuesto 2, 2- Glucosa 50 mM, 3- Galactosa 50 mM, 4- Lactosa 50 mM, 5- Sintesis enzimatica
de 3-aminopropil-1-B-D-galactopirandsido 6- Compuesto 1 purificado, 7- Compuesto 1 purificado.
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3.2.7. Identificacion del Compuesto |

3.2.7.1. Resonancia magnética nuclear

El espectro de 'H-RMN realizado en agua deuterada a 30°C del compuesto 1 mostré un
Gnico doblete a 4.32 ppm (*Ju1.n2= 8.0 Hz) que corresponde al protén anomérico (Figura
A.1.1. del Anexo). En el Esquema 3.2 se muestra la estructura postulada y la numeracién
utilizada en la elucidacion. Por su parte la Tabla 3.3 resume los desplazamientos vy
constantes de acoplamiento determinados.

Los spines de los protones del anillo piranésico fueron asignados mediante la correlacidn
H-H observada en el experimento de COSY (Figura A.1.3. del Anexo). Estos datos junto
con la correlacion protén-carbono de los experimentos HSQC permitieron asignar las
sefiales de los carbonos (Figura A.1.4. del Anexo). En funcion de esta informacién, los
valores de /1 para el protén anomérico y los datos de desplazamientos quimicos
reportados para residuos de monosacaridos, hizo posible asignar el sistema de spin a un

residuo de galactosa con conformacién B-piranosa (Jansson, 1989; Agrawal, 1992).

Esquema 3.2: Estructura postulada para el compuesto 1
(3-aminopropil-B-D-galactopirandsido)
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Tabla 3.3. Desplazamientos de Iy y 13C RMIN para el Compuesto 1 (ppm)

1’ 2 3 4 5 6’ 6" 1 2 3
o
(ppm)  4.32d* 3.42dd 3.60dd 3.83d 3.58d 3.72 3.95m 3.63t 1.87m 3.07t

1 (Hz) 80 80:80 3236 32

&¢ 102.80 70.71 72.67 68.59 75.17 67.81 67.81 6098 26.64 37.64
(ppm)
*Multiplicidad (doblete (d) doble doblete (dd), triplete (t) o multiplete (m)

En espectro 3¢ NMR (Figura A.1.2. del Anexo) se observan nueve sefiales
correspondientes a los nueve carbonos de la estructura planteada, de los cuales tres
provienen de la aglicona.

El espectro HSQC se utilizd para correlacionar las sefales de los protones con las de los
carbonos correspondientes indicando la presencia de cuatro carbonos metilénicos y cinco
carbonos metinicos (Figura A.1.4 del Anexo), lo que confirma la presencia de la aglicona y
del residuo monosacdrido.

Ademas de las sefiales correspondientes al residuo monosacdrido, el espectro 'H NMR del
compuesto 1 mostrd sefiales correspondientes a los protones del C, del 3-amino-1-
propanol unido al amino terminal a través de un carbono metilénico a d41.87 ppm (m), y
dos sefiales importantes a oy 3.63 ppm (t) and o4 3.07 (t) correspondientes a los protones
de otros dos carbonos del mismo tipo (metilénicos). Por otra parte se puede apreciar a
través del acoplamiento del carbono 6’ con dos sefiales distintas, que los protones Hg vy
He» no son equivalentes, ya que ambos poseen desplazamientos diferentes.

La ausencia de correlacion entre los carbonos y el multiplete observado en el
experimento de *H-NMR a 2.15 ppm confirmé que dicha sefial corresponde a los protones
del grupo amino. El enlace glicosidico entre la galactosa y la aglicona se confirmd por la
fuerte correlacién observada entre el protdon H; &4 3.63 y el carbono anomérico (Oc
102.8) en el experimento HBMC (Figura A.1.5. del Anexo). Esto, sumado a la ausencia de
correlacién entre los dtomos de carbono o hidrégeno de la posicion 3 de la aglicona con
los de la galactosa, confirma la ausencia del N-glicésido y la formaciéon especifica del O-

glicésido.
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3.2.7.2. Espectrometria de masas

En la Figura 3.8.A. se muestra el experimento ESI-MS del compuesto 1, que reveld la
presencia de los iones m/z= 238.12 y 260.13 correspondientes a las especies
monocargadas [M+H]" y [M+Na]® respectivamente, los que coinciden con el peso
molecular esperado para el galactésido propuesto. Para usar una nomenclatura unificada,
las fragmentaciones posteriores se nombraron segin la nomenclatura de Domon vy
Costello (1988).

En la ionizacién posterior de la especie [M-H]* (MS/MS) (Figura 3.8.B.), se observo el ion
m/z= 76.10 (Y1), coincidiendo con la masa molecular de la molécula de 3-amino-1-
propanol. También fueron identificados los fragmentos m/z= 202.09 (C,) y m/z=220.13
([IM-NH3]"), correspondiendo este ultimo a la pérdida del amino terminal en forma de
amoniaco, lo que coincide con un compuesto polifuncional (McLafferty, 1980).

Si analizamos el espectro correspondiente a la fragmentaciéon MS/MS del ion m/z 260.12
(Figura 3.8.C.) encontramos varios de los iones caracteristicos esperados para la
estructura propuesta para el compuesto 1. Dicho espectro reveld la presencia de los iones
correspondientes a la pérdida de una molécula de agua [M-H,0+Na]*, m/z= 242.16. Los
iones m/z=83.08 (**A1), m/z=143.0 (*?A1) y m/z=140.09 (°**X;) confirmaron que se trata
de una molécula de galactosa. Finalmente, la ruptura del enlace glicosidico es confirmada

por la presencia de los iones m/z= 185.06 (B1) y m/z= 202.09 (C,).
Basado en el mecanismo de accién de la enzima (Esquema 3.2) y en toda la evidencia

aportada por el analisis estructural detallado anteriormente, se puede confirmar que el

Compuesto 1 sintetizado enzimaticamente es el 3-aminopropil-B-1-D-galactopirandsido.
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Figura 3.8. Analisis por espectrometria de masas del Compuesto 1. A) Espectro MS.; B) Espectro
MS/MS del ion m/z =238; C) Espectro MS/MS del ion m/z = 260.
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H
Lactosa H OH

Compuesto 1

Compuesto 2

Esquema 3.2: Mecanismo de transglicosilacion catalizado por la enzima B-galactosidasa usando lactosa
como dador de galactosilo y 3-amino-1-propanol como aceptor.

3.2.8. Identificacion del Compuesto 2

3.2.8.1. Espectrometria de masa

El espectro ESI-MS del compuesto 2 reveld la presencia de un ion intenso en m/z 527.17
([M+Na] *) que coincide con el peso molecular de un trisacarido (Figura 3.9.A).

A su vez el patron de fragmentacion del espectro MS-MS de dicho ion muestra los iones
caracteristicos de un trisacdrido (Figura 3.9 B).

La generacion de los iones correspondientes a la ruptura de los enlaces glicosidicos (m/z=
203.00 (Cy 0 Y,), m/z=365.09 (C, 0 Y3), m/z=347.17 (B,), m/z=509.09 (Bs)), al igual que los
asignados a la ruptura interna de los anillos pirandsicos (m/z= 305.17 (*?A;), m/z= 407.09
(0'2X3 o 2'4A3) and m/z=467.09 (0'2A3 o 2'4Xg,)), evidencian que el trisacdrido estd
conformado por una galactosa unida por enlace 3 1-4 a una molécula de lactosa. La

. . 2 . . . s e
presencia de los iones 925 en ausencia de los iones %3A, y 945, es caracteristica de
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enlaces 3 1-4 entre monosacaridos (Hofmaister, 1991; Spengler, 1990).
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Figura 3.9. Analisis por espectrometria de masas del Compuesto 2. A) Espectro MS.; B) Espectro MS/MS del

ion m/z =527.

3.2.8.2. Resonancia magnética nuclear

A los efectos de confirmar la estructura propuesta para el compuesto 2 de acuerdo a los
experimentos de MS/MS se realizé un breve andlisis por RMN.

En el experimento de 'H-RMN se detectd la presencia de tres protones anoméricos a &y
4.35 ppm (J 7.6Hz), 614 4.53 ppm (J 8.0 Hz) y 64 5.10 ppm (J 3.6 Hz), lo que es consistente
con la estructura de un trisacdrido. Las constantes de acoplamiento evidencian la

presencia de dos residuos monosacaridicos con conformacién f3 (J 7.6, J8.0) y un tercero
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con configuracién a (J 3.6) (Figura A.2.1 del Anexo).

El experimento de HSQC confirmd la presencia de tres carbonos anoméricos a d¢ 103.32
ppm, Oc 95.74 ppm y 6 91.81 ppm respectivamente (Figura A.2.3 del Anexo). Estos
resultados permitieron concluir que los residuos de galactosa se encuentran en
conformacion [-piranosa mientras que el residuo de glucosa se encuentra en
conformacion oa-piranosa (Jansson, 1989; Agrawal, 1992).

Por todo lo anterior, basados en los resultados experimentales, el mecanismo enzimatico
(Esquema 3.2) y el hecho de que las B-galactosidasas mantienen la configuracién del
centro anomérico en las reacciones de transgalactosilacién, se propone la siguiente
estructura para el trisacarido: O-B-D-galactopiranosil-(1->,4)-O-B-D-galactopiranosil-

(1->,4)-a-D-glucopirandsido.

3.2.9.- Sintesis de 1-aminopropil-2-B-D-galactopirandsido

Para evaluar la sintesis del 1-aminopropil-2-B-D-galactopirandsido, se procedio
experimentalmente de la misma forma que en el caso anterior, pero usando como
aceptor 1-amino-2-propanol. En la Figura 3.10 se pueden observar el avance de la
reaccion enzimatica seguida por TLC, partiendo de distintas concentraciones de lactosa
(100- 200- 347 mM) y de una concentracion fija de 1-amino-2 propanol (500 mM) como
aceptor (50°C, pH 5.5, 6 UE/mL).
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Figura 3.10. Avance de reaccién de transglicosilacién evaluada por TLC, utilizando 1-amino-2-propanol 500
mM y concentracién variable de lactosa (50 °C, pH: 5.5y 6 UE/mL ). Siembra: 1- Lactosa 50 mM; 2-0 hs; 3-
0.25 hs; 4- 0.5 hs; 5-1 hs; 6- 2 hs; 7- 3 hs; 8- 4 hs; 9- 5 hs; 10- 24 hs; 11- Glucosa 50 mM; 12- Galactosa 50

mM.

En las condiciones evaluadas, se aprecié la formaciéon de una banda nueva de Rf 0,07 en
relacion a los reactivos y los productos de hidrdlisis. Este nuevo compuesto se purificé por
cromatografia de exclusién molecular y se analizé por espectrometria de masas y RMN,
llegando a la conclusidén de que se trata del mismo trisacarido obtenido en el caso
anterior. Se observa ademds el aumento paulatino del producto de hidrélisis glucosa,
acompafiado del descenso en la lactosa. En relacidn a la galactosa (Rf 0.33) el aumento es
menos pronunciado con el transcurso del tiempo que el observado para la glucosa,
debido a la formacién del trisacarido.

Sin embargo, no se observd ninguna otra banda adicional, que evidenciara la sintesis de la
galactosil-alcoholamina buscada. El hecho de que no se forme el galactésido no seria

atribuible al efecto inhibidor del aceptor 1-amino-2-propanol, dado que si se observa la
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sintesis del trisacarido, asi como conversidon de la lactosa. Este hecho reafirma lo ya
reportado en literatura para la B-galactosidasa de A. oryzae acerca de su preferencia en
el proceso de transgalactosilacién por los hidroxilos primarios sobre los secundarios

(Irazoqui, 2009; Woudenberg-van Oosterom, 1998).

3.2.10. Evaluacion bioldgica de los glicdsidos

Se estudid la capacidad del 3-aminopropil-B-D-galactopirandsido y del trisacdrido O-B-D-
galactopiranosil-(1->,4)0-B-D-galactopiranosil-(1->,4)-a-D-glucopiranésido, de inhibir

Galectina-1 de bazo bovino mediante ensayos de inhibicion de la hemaglutinacion (HAG).

Este ensayo ha sido reportado como una herramienta vdlida para evaluar la interaccion
entre lectinas y carbohidratos. El mismo consiste en realizar el ensayo de HAG de
Galectina-1 en presencia del galactésido de interés. Si la galectina presenta afinidad por el
galactdsido evaluado, el mismo se unira al dominio de reconocimiento de carbohidratos
inhibiendo la aglutinaciéon de los glébulos rojos.

El ensayo se llevé a cabo con diferentes concentraciones de carbohidratos permitiendo
establecer la Concentracion Minima de Inhibicién (CMI) que se define como la minima
concentracion de carbohidrato a la cual se inhibe la hemaglutinacion. Ademas se definio
la Potencia Inhibitoria Relativa (PIR) respecto a la Galactosa, calculdandose como el

cociente entre la CMI de la Galactosa y la CMI del carbohidrato de interés.

Tabla 3.4. Propiedades inhibidoras de los compuestos 1y 2 sobre la Galectina-1

Compuesto CMI (mM) PIR
Galactosa 50.0 1
Lactosa 3.1 16
Compuesto 1 (3-aminopropil-B-D-galactopirandsido) 25.0 2
Compuesto 2 (O-B-D-galactopiranosil-(1->,4)0-B-D- 6.3 8

galactopiranosil-(1-2,4)-a-D-glucopirandsido)

En la Tabla 3.4 se muestran los resultados de la evaluacidn bioldgica de los galactdsidos

41



Capitulo 3: Estudio del sistema de transgalactosilacion aplicado a la sintesis de galactdsidos de
bajo peso molecular en presencia de alcoholaminas.

sintetizados como potenciales inhibidores de galectina. Se puede observar que si bien el
3-aminopropil-1-B-D-galactopirandsido vy el trisacarido O-B-D-galactopiranosil—(1->,4)-O-
B-D-galactopiranosil-(1->,4)-a-D-glucopirandsido presentan una capacidad de union a la
galectina mayor que para la galactosa, no superan la de un ligando de alta afinidad como
lactosa. El trisacadrido, mostré mayor actividad inhibitoria que el galactésido, hecho que

podria ser interesante para el disefio en la busqueda de otros posibles inhibidores.

3.3. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos permiten concluir que la sintesis enzimatica de 3-aminopropil-B-
D-galactopirandsido es posible mediante el sistema de transgalactosilacidn catalizado por
la B-galactosidasa de Aspergillus oryzae. Las condiciones dptimas seleccionadas para
llevar a cabo la sintesis, minimizando las reacciones secundarias no deseadas (hidrolisis
de lactosa y sintesis del trisacarido) vy facilitando la purificaciéon del galactésido fueron:
concentraciones iniciales de lactosa y de 3-amino-1-propanol de 100 mM y 500 mM
respectivamente, concentracion inicial de enzima de 6 UE/mL, temperatura de reaccion
50°C, pH de la mezcla reactiva 5.5, y tiempo de reaccion de 24 horas.

El hecho de que no haya sido posible sintetizar 1-aminopropil-2-B-D-galactopirandsido
cuando se utilizé el 1-amino-2-propanol como molécula aceptor del grupo galactosilo,
sumado al hecho de que no se haya sintetizado el N-glicdsido demuestra que la enzima B-
galactosidasa de Aspergillus oryzae utilizada es completamente selectiva para la sintesis
de o-glicésidos y tiene alta especificidad para alcoholes primarios.

Si bien el galactésido generado no mostré buenas propiedades como inhibidor de
galectinas, el mismo constituye un residuo de galactosa funcionalizado, con un brazo
espaciador de 3 carbonos unidos a un grupo amina primario de alta reactividad. Esto
implica que el sistema de transglicosilacion catalizado por la B-galactosidasa de
Aspergillus oryzae, puede constituir una interesante herramienta para el desarrollo y
generacion de bloques construccién en la sintesis quimica de otras moléculas (Ito, 2012;
Sunasee, 2013; Ogiso, 2013).

Junto con la sintesis del galactésido objetivo se logré la cogeneracion de un trisacdrido
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cuya estructura dilucidada por experimentos de RMN y MS fue: o-B-D-galactopiranosil-
(1->,4)-B-D-galactopiranosil-(1->,4)-a-D-glucopirandsido.

La formacion de este compuesto no es una sorpresa ya que es conocida la propiedad de
esta B-galactosidasa de producir galactooligosacéridos de diferente composicion (Toba,
1985; Huerta, 2011), aunque hasta el momento no se habia reportado la sintesis de este
trisacarido con unién B 1->4 entre galactosa y lactosa. Otro aspecto interesante en este
caso fue que la actividad bioldgica ensayada como potencial inhibidor de galectina 1, si
bien no fue superior a la lactosa, demostré ser cuatro veces mayor que la observada para
el 3-aminopropil-1-B-D-galactopirandsido. Las diferencias estructurales entre ambos
compuestos deberian tomarse en cuenta a la hora de disefiar nuevos inhibidores de

galectina 1.
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Capitulo 4: Glicosilacion enzimdtica de hidroxiurea

4.1.- INTRODUCCION

El desarrollo de nuevos tratamientos para el cdncer y por lo tanto la sintesis de
nuevas drogas quimioterdpicas con efecto antitumoral han sido objeto de estudio
en las ultimas décadas. Si bien la quimioterapia ha resultado exitosa en muchos
casos, aun presenta enormes desventajas tales como baja selectividad y alta
toxicidad de los farmacos utilizados. Estos farmacos actuan mediante mecanismos
antiproliferativos o deteniendo una etapa determinada del ciclo celular. Al ser poco
selectivas afectan todas las células de rdpido crecimiento como los glébulos rojos,
las células del epitelio intestinal, de la médula désea y del sistema linfatico entre

otras, lo cual las hace inadecuadas para tratamientos prolongados (Figura 4.1.).

Intestino e Torrente

sanguineo
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Distribucion

Otros
drganos
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Eliminacion . T

Metabolizacion

Figura 4.1.: Biodistribucion de una droga quimioterapica no selectiva (hidroxiurea).
(Adaptado de A.L. Walker et.al. 2011.)

Con el objetivo de mejorar la selectividad de estos farmacos quimioterapicos se han
estudiado diversas estrategias. Entre las mas prometedoras se encuentran el disefio
de prodrogas que puedan ser direccionadas a las células tumorales en forma
selectiva. En particular la glicosilacién de los farmacos quimioterapicos puede
aumentar su selectividad mediante el siguiente mecanismo: i) el mayor consumo

de monosacaridos de las células tumorales respecto a las células normales
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permitiria una captacion selectiva de la droga glicosiladada, direccionandola hacia
esos tejidos; ii) la liberacidn de la droga activa puede ser realizada por glicosidasas
previamente dirigidas hacia las células tumorales mediante anticuerpos especificos

(Figura 4.2.) (Sorg, 2005; Mahato, 2011).

Enzima conjugada
con anticuerpo

dﬂv

——)

‘ Prodroga

om
—

Nz

Antigenos

Figura 4.2.: Esquema de ADEPT (Antibody directed enzyme prodrug therapy)

Como se menciond en el Capitulo 1, las glicosidasas han demostrado ser excelentes
herramientas para la glicosilacién de moléculas hidroxiladas (Giacomini, 2002;
Irazoqui, 2009; Porciincula Gonzdlez, 2013; Sivakumar, 2009) mediante
mecanismos de transglicosilacidon. Por esta razén, resulta interesante aplicar esta
herramienta biocatalitica en la glicosilacion de antineopldsicos con grupos hidroxilo
en su estructura.

La hidroxicarbamida o hidroxiurea, es un antineoplasico de amplio uso en la terapia
antitumoral, fundamentalmente en determinados tipos de leucemia.
Estructuralmente, la hidroxiurea es un derivado de la urea, en el cual se ha
sustituido un hidrégeno de uno de los grupos amino por un hidroxilo (Figura 4.3.).
Las caracteristicas de esta molécula, pequefia y con un grupo hidroxilo, la
convierten en un modelo de aceptor potencialmente adecuado para ser usado en
un sistema de transglicosilacion enzimatico.

Hasta el momento el Unico antecedente de la sintesis de este farmaco glicosilado
fue reportado por Sorg et al. (2005). Dicha sintesis se realiza quimicamente,

mediante una secuencia de multiples pasos sintéticos. Lograr la glicosilacion
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mediante un sistema de transglicosilacidon enzimatico, permitiria la glicosilacion
estereoselectiva de la hidroxiurea en un solo paso de reaccién, lo que resulta una

alternativa interesante a la sintesis quimica previamente mencionada.

O

OH

H,N N
H

Figura 4.3.: Estructura del compuesto antineoplasico hidroxiurea (hidroxicarbamida)

En este capitulo se proponen dos alternativas de glicosilacion enzimatica: la
glucosilacidn de la hidroxiurea utilizando el sistema de transglucosilacidn catalizado
por la B-glucosidasa de almendras; y la galactosilaciéon catalizada por la B-

galactosidasa de Aspergillus oryzae.

4.2. RESULTADQOS Y DISCUSION

4.2.1.- Estudio de la sintesis del glucosido de hidroxiurea

Dado el alto consumo de glucosa que desarrollan las células tumorales en
condiciones de hipoxia para obtener energia a través de la via glucolitica, resulta
interesante el estudio de la glucosilacién de hidroxiurea. Por tal motivo se
selecciond la -glucosidasa de almendras para llevar a cabo la reaccidn.

La B-glucosidasa de almendras (E.C. 3.2.1.21) es una enzima homodimérica de 135
kDa que cataliza la hidrdlisis de los residuos B-D-glucosilos no reductores en
posicion terminal provocando la liberacién de B-D-glucosa. Se ha reportado el uso
de esta enzima también en la sintesis de glucésidos (Basso, 2002; Ducret, 2006).

Se estudio la glucosilacién de hidroxiurea utilizando celobiosa 347 mM como dador

de grupo glucosilo, hidroxiurea 500 mM como aceptor, 6 UE/mL de B-glucosidasa
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de almendras, a 50°C y pH 5.5. El avance de la reaccidn enzimdtica se siguié por

cromatografia en capa fina (TLC) (Figura 4.4.)

Rf
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Figura 4.4.: Avance de la reaccidn de transglucosilacién con la enzima B-glucosidasa de almendras
evaluado por TLC, revelado con orcinol (6UE/mL, celobiosa 347 mM, hidroxiurea 500 mM, 50°C).
Siembra: 1: 0 hora; 2: 1 hora; 3: 3 horas; 4: 24 horas; 5: Glucosa 50 mM; 6: Celobiosa 50 mM

A medida que transcurrié la reaccién se observé una rapida disminucién de la
intensidad de la banda de celobiosa (Rf 0.25) hasta su desaparicién completa al cabo
de 24 horas; en forma simultdnea se observd la aparicion de la banda
correspondiente al producto de reaccion glucosa (Rs 0.40). La presencia de glucosa
en el medio de reaccidon puede deberse a su liberacién en el primer paso de la
reaccidn, independientemente de si la reaccion es de hidrdlisis o de
transglucosilacion, y en el segundo paso de la reaccion cuando el aceptor es agua
(Esquema 4.1). A su vez se observd una banda con Rf 0.10, que no coincide con
ninguno de los sustratos ni con el producto de hidrdlisis.

Se realizd un control de la sintesis en las mismas condiciones, pero en ausencia de
hidroxiurea (celobiosa 347 mM, 6 UE/mL de B-glucosidasa de almendra, 50 °C y pH
5.5) (Figura 4.5.) donde también se observé la formacién el compuesto con Rf 0.10.
Esto indicaria que el mismo no corresponde a la hidroxiurea glucosilada, pero
podria corresponder a un trisacdrido (Compuesto 4) producto de la reaccién de

transglucosilacion donde la celobiosa es el aceptor (Esquema 4.1).
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Glucosa

Celobiosa +Enz —— Enz- Celoblosa —— — Enz-Glucosa

(Glu-Glu) Celobiosa
HU

Glucosa Glu-Glu-Glu
Glu-HU Compuesto 4
Compuesto 3

Esquema 4.1.: Mecanismo de transglucosilacion catalizado por B-glucosidasa de almendras
(Enz: Enzima B-glucosidasa de almendras; Glu: Glucosa; HU: hidroxiurea).

El hecho de que su Rf sea muy cercano al correspondiente para otros trisacaridos
tales como el reportado en el capitulo 3 (Rf 0.07), la rafinosa (Rf 0.13) o el O-a-D-
(1->3)-galactopiranosil-O-B-D-(1->4)-galactopiranosil- B-D-galactopirandsido (Rf:
0.07) refuerza esta hipdtesis. Es interesante destacar que dicho compuesto, no es
hidrolizado por la enzima con el avance del tiempo, (al menos hasta las 24 hs de
reaccion) por lo que no seria sustrato de ésta, a diferencia del O-B-D-
galactopiranosil-(1->4)-0-B-D-galactopiranosil-(1->4)-a-D-glucopirandsido

(capitulo 3), el cual si es hidrolizado con el transcurso de la reaccién.
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Figura 4.5.: Avance de la reaccidén de transglucosilacion con la enzima B-glucosidasa de almendras
evaluada por TLC, revelado con orcinol (6 UE/mL, celobiosa 347 mM, en ausencia hidroxiurea, 50°C)
Siembra: 1: 0 h; 2: 1 h; 3: 2 hs; 4: 3 hs; 5: 24 hs; 6: Glucosa 50 mM; 7: Celobiosa 50 mM
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El seguimiento de la reaccién de transglucosilacion por TLC no evidencid la aparicién
de ninguna banda que pueda asignarse al glucopirandsido de hidroxiurea, lo que

indicaria que la glucosilacién enzimatica de hidroxiurea no fue posible.

Si bien la B- glucosidasa de almendra no fue capaz de catalizar la transferencia de
una molécula de glucosa de la celobiosa a una molécula de hidroxiurea, si catalizo la
reacciéon de transglucosilacion donde el aceptor es la celobiosa. Esto resulta
particularmente interesante ya que no existen numerosos reportes sobre su

capacidad para catalizar este tipo de procesos.

Los resultados obtenidos permitirian concluir que si bien la glucosidasa estudiada es
capaz de catalizar reacciones de transglucosilacidn, la hidroxiurea no es un buen
aceptor para dicho sistema. A los efectos de confirmar estos resultados se resuelve
estudiar la funcionalidad de la hidroxiurea como aceptor del sistema de
transgalactosilacion catalizado por la [3-galactosidasa de Aspergillus oryzae
ampliamente estudiado por nuestro grupo de investigacion (Giacomini, 2002;

Irazoqui, 2009; Porciuncula Gonzalez, 2013).

4.2.2. Estudio de la sintesis del galactosido de hidroxiurea

Se estudio la galactosilacién enzimatica de hidroxiurea a partir de lactosa 347 mM
como dador de grupo galactosilo y de hidroxiurea 500 mM como aceptor, utilizando
6 UE/mL de B-galactosidasa de Aspergillus oryzae a 50°C y pH 5.5. El avance de
reaccion se siguio por TLC y HPLC.

En el analisis de la reaccién por TLC se observaron las bandas correspondientes a
lactosa (Rf 0.18), glucosa (Rf 0.40) y galactosa (Rf 0.33), pero también se observan
dos bandas nuevas con Rf de 0.45 y 0.07 denominadas compuesto 5 y compuesto 2
respectivamente (Figura 4.6). A medida que transcurre la reaccién la intensidad de
la banda correspondiente a la lactosa (R 0.18) disminuye hasta su desaparicién
completa al cabo de 24 hs mientras que la intensidad de la banda correspondiente
a la glucosa (Rf 0.40) aumenta en mayor medida que la intensidad de la banda
correspondiente a la galactosa (Rf 0.33). Este hecho es indicativo de la coexistencia

de la reaccién de transgalactosilacion junto con la hidrdlisis; sin embargo,
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comparando con las sintesis en presencia de 3-amino-1-propanol como aceptor
(Capitulo 3) la diferencia entre las intensidades de las bandas de glucosa y
galactosa es mucho menos pronunciada indicando que la reaccion de

transglicosilacion es de menor preponderancia en este sistema.

Rf
- 0451
EEErET~
: . - 0.33
T e e aw - e e BT
| = 0.07

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 4.6.: Avance de la reaccién de transgalactosilacion catalizada por la enzima -galactosidasa
de A. oryzae, evaluada por TLC utilizando orcinol como revelador (6 UE/mL, lactosa 347 mM,
hidroxiurea 50 mM, 50°Cy pH 5.5)

Siembra: 1- 0 hora; 2- 10 minutos; 3- 20 minutos; 4- 30 minutos; 5- 45 minutos; 6- 60 minutos; 7- 120
minutos; 8- 180 minutos; 9- 24 horas ; 10- Glucosa 50 mM; 11- Galactosa 50 mM; 12- Lactosa 50
mM.

En el capitulo 3 ya se reportd la aparicién de una banda que presentaba un R; 0.07
cuando se realizé la TLC correspondiente a la reaccidn de sintesis control (en
ausencia de aceptor), Figura 3.4. Por lo que una hipdtesis factible seria que se
tratara del mismo tipo de compuesto (trisacdrido) producto de la

transgalactosilacidon cuando el aceptor es lactosa.

La banda con R; 0.45 podria corresponder al compuesto buscado (el
galactopirandsido de hidroxiurea); sin embargo dado que la misma es muy tenue
ser resolvié analizar esta misma sintesis por HPLC de forma de verificar la presencia

de un nuevo compuesto.

En la Figura 4.7. se muestra un cromatograma de HPLC correspondiente a los 60
minutos de la reaccidén enzimatica en el que se observd la presencia de los picos
correspondientes a hidroxiurea (tg 5.5 minutos) y lactosa (tg 10.5 minutos), asi como

un pico a los 7.5 minutos que corresponde a la co-elucion de glucosa y galactosa. A
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su vez se observd un pico con un tiempo de retencion de 15.5 minutos que no
puede ser asignado ni a los sustratos ni a los productos de hidrélisis. Teniendo en
cuenta el tiempo de retencién del trisacdrido utilizado como estandar (tg 15.5
minutos, tabla 4.1) podemos suponer que este pico se trata de un trisacarido. No
se observd ningln otro pico que pudiera sugerir la formacidon del galactésido

buscado.
Tabla 4.1. Tiempos de retencion de los compuestos utilizados como estandares de

HPLC.

Tiempo de retencion

Compuesto
(minutos)
D-glucosa 7.51£0.6
D-galactosa 7.5+0.6
Lactosa 10.5+0.7
Hidroxiurea 55+0.5
0-B-D-Gal-(1->4)o-B-D-Gal-(1->4)-a-D-Glc 15.5+1.0
160,00 o 0
140,00 5
120,00
100,00
=
B 0,004
£
0,001 "
a
40,00 5
20,00
0,004
op0  spo 000 1s00 2000
Tiempo (minutos)

Figura 4.7.: Cromatograma de HPLC de la reaccidn de sintesis utilizando B-galactosidasa de A.oryzae
a tiempo 60 minutos (lactosa 347 mM, hidroxiurea 500 mM, 6 UE/mL y 50° C)
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Comparando los resultados obtenidos a través del analisis por TLC y por HPLC
podemos afirmar que la banda de R; 0.07 asignada como compuesto 2 se
corresponderia con el pico de tg 15.5, ya que en ambas técnicas analiticas los
pardmetros estudiados (Rf y tr) coinciden con el del estandar de trisacarido
utilizado.

En funcidn de estos resultados se propone la formaciéon del compuesto 2 como
producto de la reaccién de transgalactosilacion donde el aceptor es lactosa

(Esquema 4.2).

Glucosa

Lactosa + Enz —— Enz- Lactosa% Enz-Galactosa

(Gal-Glu)
Lactosa
/IU \

Galactosa Gal-Gal-Glu
Gal-HU

Compuesto 2
Compuesto 5

Esquema 4.2.: Mecanismo de transgalactosilacion catalizado por -galactosidasa de Aspergillus
oryzae (Enz: Enzima B-galactosidasa de A. oryzae; Glu: Glucosa; Gal: Galactosa; HU: hidroxiurea).

Si bien en el cromatograma de HPLC no se observa ningun pico que pueda asignarse
al galactopirandsido de hidroxiurea (compuesto 5), en la TLC aparece una banda
muy tenue con un Rf de 0.45 que podria corresponder a este compuesto. Esto
podria deberse a que el compuesto 5 co-eluyera con alguno de los otros
compuestos o que su relacion concentracion-respuesta para el detector utilizado en
el HPLC, sea tan pequena que en la concentracidon en que se encuentra, no sea

detectable.

Dado que la banda correspondiente al compuesto 5 es muy tenue se estudiaron
varias condiciones de sintesis (diferentes concentraciones de dador y aceptor,
temperatura y tiempo de reaccion) con el objetivo de mejorar su rendimiento, sin

tener éxito en nuestro cometido.
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4.2.3. Purificacion e identificacion de los compuestos 2 y 5 por

cromatografia de exclusion molecular

Con el objetivo de confirmar que el compuesto con R¢ 0.07 corresponde al
compuesto 2, (O-B-D-galactopiranosil-(1->4)-0-B-D-galactopiranosil-(1-2>4)-a-D-
glucopirandsido) ya reportado e identificado en el capitulo 3 de esta tesis, y de
identificar el compuesto 5 se llevd a cabo la purificacion de estos compuestos por
cromatografia de exclusion molecular utilizando una columna de Sephadex G10. Se
utilizé una alicuota de la sintesis utilizando lactosa 347 mM, hidroxiurea 500 mM, 6
UE/mLy 50° C correspondiente a 60 minutos de reaccion. Se recogieron fracciones
de 0.5 ml, se liofilizaron, se retomaron en el minimo volumen y se analizaron por
TLC.

El compuesto 2 eluyé con un volumen de elucién de 61.2 mL y su pureza fue
verificada por TLC. Este compuesto purificado fue analizado por espectrometria de
masas, lo que permitié confirmar que su masa y patron de fraccionamiento son
idénticos a los del trisacdrido identificado en el capitulo 3, lo que sugiere que
probablemente sea el mismo compuesto (O-B-D-galactopiranosil-(1—4)-O--D-
galactopiranosil-(1—4)-a-D-glucopirandsido).

El compuesto 5 no fue recuperado en ninguna de las fracciones de la cromatografia
de exclusién molecular, probablemente debido a que se encontraba en muy baja
concentracion. Por lo cual se concluye que en las condiciones estudiadas no fue
posible la galactosilacion de hidroxiurea utilizando el mecanismo de

transgalactosilacion catalizado por la B-galactosidasa de Aspergillus oryzae.

4.2.4. Inhibicion de la enzima B-qalactosidasa de Asperqillus oryzae

por hidroxiurea

El sistema de transgalactosilacion catalizado por la 3-galactosidasa de Aspergillus
oryzae ha demostrado ser una herramienta Util para la galactosilacidon de distintos
grupos de moléculas hidroxiladas. Sin embargo la hidroxiurea no funcioné como

aceptor del sistema. Se descartd que la hidroxiurea causara inactivacion
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significativa, ya que la enzima mantuvo un 100 % de actividad residual al cabo de 24
horas de incubacion en las condiciones de estudio (hidroxiurea 500 mM, 50 °C, 6
UE/mL, pH 5.5). Se ha demostrado que algunos de los aceptores estudiados son
inhibidores de la enzima, afectando los rendimientos del sistema de
transgalactosilacién.

Por esta razén se decidid estudiar si la hidroxiurea ejerce algun tipo de inhibicién
sobre esta galactosidasa. Los ensayos de inhibicidn se realizaron utilizando el
sustrato artificial de la enzima o-nitrofenil-B-D-galactopirandsido (ONPG) a
temperatura ambiente para simplificar el ensayo. Con los datos de velocidad inicial

obtenidos se construyeron las siguientes dos graficas:

i) reciproco de la velocidad inicial vs la concentracién de hidroxiurea (Figura 4.8.A)
ii) cociente entre la concentracion de ONPG vy la velocidad inicial vs la

concentracion de hidroxiurea (Figura 4.8.B).
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Figura 4.8.: Determinacion de las constantes de inhibicion de la enzima en presencia de hidroxiurea.

El perfil obtenido, fue compatible con una inhibiciéon reversible de tipo mixta
(Esquema 4.3).
Este tipo de inhibiciédn implica un mecanismo en el cual el inhibidor se une tanto a la

enzima libre, formando un complejo enzima-inhibidor (Enz-HU) con constante de
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disociacion Ki, como con el complejo enzima-sustrato formando un complejo
enzima-sustrato-inhibidor (Gal-E-HU) con una constante de disociacion K, Las

constantes determinadas fueron Kic 490 mM y K;;, 630 mM.

ONP H,0 Galactosa
ONPG +Enz &: Enz-Gal
HU
HU Kic=490 mm HU Kiu= 630 mM
Gal-HU
Enz-HU Enz-Gal
|
HU

Esquema 4.3.: Mecanismo de inhibicién mixta por hidroxiurea

A pesar de que las constantes de disociacion para el inhibidor fueron determinadas
a temperatura ambiente y las reacciones de sintesis fueron realizadas a 50°C, nos

permiten afirmar que la hidroxiurea es inhibidor del sistema de transgalactosilacién.

4.3.- CONCLUSIONES

Si bien no fue posible la glicosilacion enzimatica de la hidroxiurea mediante los
mecanismos de transglicosilacién propuestos, se lograron avances importantes en
el conocimiento de estos sistemas.

Evidentemente no cualquier molécula hidroxilada es capaz de competir con el agua
y funcionar como aceptor del sistema. Es posible que la cercania del grupo
carbonilo disminuya la nucleofilia del hidroxilo de la hidroxiurea reduciendo su
reactividad por el complejo galactosil-enzima. Seria interesante ampliar el estudio a

aceptores con estructuras similares para poder confirmar esta teoria.
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Por otro lado la incapacidad de la hidroxiurea de funcionar como aceptor del
sistema se podria atribuir a su efecto inhibidor de la enzima, sin embargo otras
moléculas tales como etilenglicol, glicerol, etanolamina han demostrado ser
inhibidores de la enzima sin que esto fuera un obstaculo para que funcionaran
como buenos aceptores (lrazoqui, 2013; Porcitncula Gonzalez, 2013). Asimismo se
reafirmé lo que ya se habia observado en el capitulo anterior en relacién a la
capacidad de los dadores de grupo glicosilo de funcionar como aceptores del
sistema al menos en concentraciones superiores a 100 mM, ya que se observé la

formacion de un trisacarido.
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5.1.- Conclusiones finales

En esta tesis se planted el estudio de dos sistemas de transglicosilacidn catalizados
por la B-galactosidasa de Aspergillus oryzae y por la B-glucosidasa de almendra,
como un herramienta para la glicosilacion de dos grupos de moléculas: i)
alcoholaminas (3-amino-1-propanol y 1-amino-2-propanol) con el objetivo de
obtener glicésidos con potencial actividad como inhibidores de galectina 1, vy ii)
glicosilacion de hidroxiurea con el objetivo de mejorar su selectividad hacia tejidos

tumorales.

El 3-amino-1-propanol demostrd ser un buen aceptor de grupo galactosilo con el
sistema de transglicosilacion catalizado por la B-galactosidasa de Aspergillus oryzae,
lograndose la sintesis de 3-aminopropil-B-D-galactopirandsido. Paralelamente a
esta reaccion de transglicosilacidon tuvo lugar como era previsible, la reaccién de
hidrdlisis de lactosa, y una segunda reaccidn de transglicosilacion donde el aceptor
fue la propia lactosa, dando lugar a la formacidon del trisacarido o-B-D-

galactopiranosil-(1->4)-B-D-galactopiranosil-(12>4)-a-D-glucopirandsido.

Las mejores condiciones, a los efectos de minimizar las reacciones secundarias,
aumentar los rendimientos de sintesis y facilitar la purificacién del galactdsido de
interés, fueron lactosa 100 mM, 3-amino-1-propanol 500 mM, pH 5.5, 50 °C y 24

horas de reaccion.

Por otra parte se evalu6 la actividad biologica del 3-aminopropil-B-D-
galactopirandsido como inhibidor de galectina-1 el que presentd una concentracion
minima inhibitoria de 25 mM, dos veces inferior a la concentracion minima
inhibitoria mostrada por la galactosa (50 mM). Sorprendentemente el trisacarido o-
B-D-galactopiranosil-(1->4)-B-D-galactopiranosil-(1-24)-a-D-glucopirandésido

demostré tener una potencia inhibitoria relativa mayor que el galactésido, siendo 8

veces mas potente que la galactosa.
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El 3-aminopropil-B-D-galactopirandsido no resulté ser mejor inhibidor de galectina-
1 que la lactosa, lo cual lo descarta como potencial agente antitumoral. Sin
embargo es una molécula que desde el punto de vista quimico es muy interesante,
dado que constituye una galactosa funcionalizada con un grupo amino de alta
reactividad. El mismo puede ser utilizado como bloque de construccidn en sintesis
orgdanica tradicional al igual que puede ser facilmente inmovilizado sobre soportes

solidos y nanoparticulas lo cual es de gran interés en el desarrollo de biosensores.

La sintesis del galactésido con el compuesto 1-amino-2-propanol no fue posible.
Esto reafirma la alta especificidad reportada previamente por la B-galactosidasa de
Aspergillus oryzae con respecto a los alcoholes primarios (Faber, 2011; Irazoqui,
2009). Una posible explicacidn a este comportamiento es que la cercania del grupo
amino con respecto al hidroxilo, podria ejercer algun efecto sobre el mismo

disminuyendo su nucleofilia.

En relacién a la glicosilacién de hidroxiurea, no fue posible confirmar que con los
dos sistemas de transglicosilacion seleccionados, y en las condiciones estudiadas se
produjera la formacion ni del galactésido ni del glucdsido correspondiente. En
funcién de estos resultados se concluye que la hidroxiurea no es un aceptor
adecuado. Una posible explicacidon seria una disminucion de la nucleofilia del
hidroxilo de la hidroxilamida generada por la cercania de un grupo electréfilo como
el carbonilo. Otra posible explicacion seria que las caracteristicas estructurales de la
hidroxiurea no sean adecuadas para que se dé la interaccién con los residuos
aminoacidicos del sitio activo responsables del acercamiento y fijacion de la
molécula al complejo galactosil-enzima, asi como la interaccidn necesaria con los

residuos glutdmicos encargados de la catalisis acido-base en el sitio activo.

Otro punto a destacar es el efecto inhibidor que presentaron dos de los aceptores
evaluados sobre la enzima B-galactosidasa de Aspergillus oryzae. El 1-amino-2-
propanol presentd una inhibicidn acompetitiva, mientras que la hidroxiurea resulté

ser un inhibidor de tipo mixto. Este efecto inhibidor deberia considerarse al
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momento de fijar la concentracion del aceptor de forma de minimizarlo. De hecho
en las concentraciones seleccionadas para las sintesis el mismo no fue de relevancia
ya que, si bien los galactdsidos buscados no fueron logrados, si se observan las
reacciones secundarias coexistentes (hidrdlisis y generacion del trisacdrido). Cabe
destacar que otros aceptores utilizados, ya han demostrado poseer un efecto
inhibidor sobre la enzima B-galactosidasa de Aspergillus oryzae (etanolamina,
glicerol, etilenglicol), sin que esto impidiera la formacién de los galactésidos
propuestos (lrazoqui, 2013; Porciuncula-Gonzalez, 2013). No se ha podido
establecer un patrén que relaciones los mecanismos de inhibicién observados con la
estructura de los aceptores. De hecho es interesante que dos moléculas muy
similares como el 3-amino-1-propanol y el 1-amino-2-propanol, (que se diferencian
Unicamente en la posicion de un grupo hidroxilo) demuestran ser sumamente
distintas tanto en su capacidad de funcionar como aceptores del grupo galactosilo,
asi como en su capacidad de inhibicién sobre la enzima.

Con ambos sistemas de transglicosilacion se logrd la generacién de oligosacaridos,
(en particular trisacaridos) lo que puso de manifiesto la posibilidad de las moléculas
dadoras de grupo glicosilo (lactosa, celobiosa) de actuar también como aceptores. Si
bien esto se encuentra reportado ampliamente para las galactosidasas, no es asi en
el caso de la PB-glucosidasa, convirtiéndola en una potente herramienta

biotecnoldgica para la generacidn de oligosacaridos formados por glucosa.

En esta tesis se demostrd que no cualquier molécula es pasible de ser glicosilada y
que la especificidad por el aceptor presenta ciertas restricciones. Aspectos tales
como la posicién del hidroxilo, la cercania de otros grupos que afecten la densidad
electrénica del mismo, el efecto inhibidor del aceptor sobre la enzima, entre otros
factores, son determinantes a la hora de evaluar la factibilidad de la glicosilacién, y
deben ser tenidos en cuenta.

Finalmente, se logré aportar al conocimiento de los sistemas de transglicosilacion
estudiados, que constituye un insumo para el disefio de prdoximas sintesis de

glicésidos catalizadas por estos sistemas.
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5.2.- Perspectivas

En el caso de las moléculas que no resultaron buenos aceptores, seria importante
evaluar qué aspectos de las mismas, fueron los que afectaron a la reaccién.

Para ello se podria estudiar el funcionamiento del sistema de transglicosilacidon
utilizando andlogos estructurales de la hidroxiurea y del 1-amino-2-propanol, con el
fin de valorar realmente en qué grado afectan la presencia de determinados grupos
a la nucleofilia y a la interaccién de la molécula con los residuos del sitio activo.

Por ultimo una posibilidad muy interesante a explotar en el futuro, seria la
incorporacion de herramientas bioinformaticas, con el fin de evaluar la influencia
de distintos aceptores a la reaccién de transglicosilacion de las glicosidasas

evaluadas en la presente tesis.
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A.1.5.:Espectro HMBC

wdd

0l

gL

S

4 0z

14

[

B SIS e K

R

184 S'Y

\\MVI\\HU

004

06

\_

iy

‘

ZH'TD K OH.TD
W

THTD

08

ZH'9

Wy

TH€D
|

0L

09

€H

g

9) .EH'?QD

!

® g

.TH'9]

0S

CH'E

oy

W

'»

0€

]
H'2d

.
«9H I

'
9H

12D

1[4

wdd

82
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A.2.2: Espectro 3C RMN
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Anexo: Identificacion espectroscopica de los compuestos 1y 2 por Resonancia Magnética Nuclear

A.2.3: Espectro HSQC
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Abstract

Progress in glycobiology has revealed the role of carbohydrates in multiple biological processes,
both normal and pathologic, that is why a thorough understanding of these mechanisms is
necessary for the study, diagnosis and design of drugs for several pathologies. Glycosidases are
an excellent green chemistry alternative for the synthesis of glycosides, particularly their
stereoselectivity allows the generation of anomerically pure glycosides, in only one reaction step
using mild reaction conditions. Here we report the enzymatic synthesis and structural
characterization of 3-aminopropyl-1-B-D-galactopyranoside. Optimal reaction conditions for the
transgalactosylation reaction were 100 mM lactose, 500 mM 3-amino-1-propanol and 24 hours
of incubation at 50°C with 6 U/mL of B-galactosidase from Aspergillus oryzae. The fact that the
synthesis of 1-aminopropyl-2-B-D-galactopyranoside using 1-amino-2-propanol as acceptor was
not achieved, and that N-glycoside formation was not observed, reveals the selectivity of j-
galactosidase for the synthesis of O-glycosides, and particularly for primary alcohols. The
synthesized galactosides were evaluated for their ability to interact with bovine spleen galectin-1
(Gal-1) by using the hemagglutination inhibition assay; results demonstrated that 3-aminopropyl-
B-D-galactopyranoside may be considered as a functionalized galactose moiety more than an
efficient galectin-1 inhibitor. The proposed approach constitutes a promising tool for the
generation of glycopolymers and glyconanoparticles with potential applications in the

development of biosensors as well as construction blocks in chemical synthesis.

Key words

Transglycosylation; Galactoside; B-Galactosidase; Glycosidases; Galectins.
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1. Introduction

Progress in glycobiology in recent years has revealed the role of carbohydrates in multiple
biological processes, both normal and pathologic. Therefore, a thorough understanding of these
mechanisms is necessary for the diagnosis and design of therapeutic drugs for several
pathologies. Along these lines, the study of carbohydrate-lectin interactions is one of the most
promising research areas for unveiling the mechanism of biological processes mediated by
glycans, for which the availability of glycosides and oligosaccharide of defined structure is
essential.*

Lectins are proteins that possess a carbohydrate recognition domain (CRD) with the ability to
interact specifically and reversibly with glycolconjugates. Those with specificity towards -
galactosyl- containing glycoconjugates are known as galectins.*” Particularly galectin-1 (Gal-
1),is abundantly secreted by almost all malignant tumor cells, and it has been reported its
participation in several processes related to cancer development, including immune suppression,
angiogenesis, hypoxia and metastasis."® So, the blockade of the carbohydrate recognition
domain of Gal-1 with glycosides that compete with its natural ligands may convert Gal-1 in a
potential target for cancer therapy.® ®* In this sense, in literature was reported several glycosides
capable of inhibiting binding between galectins and their natural ligands. > &

Glycosidases are an excellent alternative for synthetic purposes as their stereoselectivity allow
the generation of anomerically pure glycosides, in only one reaction step using mild reaction
conditions.”>** These enzymes catalyze the transference of a glycosyl-moiety from a donor
compound (glycoside or oligosaccharide) to a nucleophile that works as an acceptor molecule.
The potential of transglycosylation for synthetic chemistry is enormous, and it has not been fully
exploited so far. However, the systems are complex and critically dependant on the enzyme

specificity, the acceptor molecule and reaction conditions so that the synthesis of new products is

a challenging objective.
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In this work we studied the transgalactosydase activity of Aspergillus oryzae -galactosidase
using two aliphatic alcoholamines (3-amino-1-propanol and 1-amino-2-propanol) as acceptors
and lactose as the galactosyl donor. Their interaction with bovine spleen galectin-1 (Gal-1) was
evaluated using the hemagglutination inhibition assay. A thorough structural analysis of the

obtained products was performed by spectrometric and spectroscopy methods.

2. Results and discussion

2.1. Synthesis of 3-aminopropyl-1-4-D-galactopyranoside

The time course of the enzymatic reaction using lactose (347 mM), 3-amino-1-propanol
(500mM) and 6 U/mL of A. oryzae B-galactosidase in 0.5 M sodium acetate buffer pH 5.5 at
50°C is shown in Figure 1A. As expected, the release of glucose (R; 0.40) by hydrolysis is
proportional to the decrease of lactose (Rr 0.18). However, during the first five hours of reaction,
the concentration of galactose released (Rf 0.33) was notoriously less pronounced than that of
glucose. This is an indication of the coexistence of a transgalactosylation reaction in addition to
the hydrolysis, as glucose is released in the first reaction step of both processes and galactose is
released during the second reaction step, only when water is the galactosyl acceptor (Scheme 1).
On the other hand, two new spots with R¢ of 0.25 (compound 1) and 0.07 (compound 2) were
observed and they could not be assigned neither to the substrate nor to lactose hydrolysis
products, inferring that they may correspond to transgalactosylation products. It should be
highlighted that at 24 hours of reaction the intensity of the spot corresponding to compound 2
notoriously decreases, while that of the compound 1 remains unchanged. This could point to
enzymatic hydrolysis of compound 2 and compound 1 either could not be hydrolyzed, or
equilibrium between hydrolysis and synthesis rate was achieved.

In order to detect the presence of free amino groups in the new compounds, the TLC was

developed with ninhydrin (specific developer for primary amine groups). Figure 1B shows that
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only compound 1 (R¢ 0.25) and 3-amino-1-propanol (Rs 0.67) were revealed by ninhydrin. This
was the first evidence that compound 1 could be preliminarily identified as the galactoside: 3-

aminopropyl-1-p-D-galactopyranoside.

2.2. Synthesis reaction in the absence of the alcoholamine

The performance of the transgalactosylation system was also evaluated in the absence of the
acceptor (3-amino-1-propanol) and for this purpose the enzyme (6U/mL) was incubated with
different lactose concentrations (100, 200 and 347 mM) in 50 mM sodium acetate buffer pH 5.5
at 50°C for 24 hours. Spots corresponding to hydrolysis products, glucose and galactose, as well
as to compound 2 could be observed for all the lactose concentrations studied (Figure 2).

The fact that compound 2 (Rf 0.07) could be synthesized in the absence of 3-amino-1-propanol,
denotes that it could be the result of a transglycosylation reaction where lactose fulfilled the
double role of galactosyl donor and of acceptor, resulting in the formation of a trisaccharide
(Scheme 1). Interestingly, this transglycosylation reaction took place in aqueous medium even at
low lactose concentrations (Figure 2C). On the other hand the fact that compound 1 was not
generated in the absence of 3-amino-1-propanol, reinforced the hypothesis that it could be the 3-
aminopropyl-1-p-D-galactopyranoside. A point to be considered is that total lactose conversion
was achieved after 24 hours of reaction, when initial lactose concentrations were 100 and 200
mM (Figure 2C and 2B), and almost completely achieved when lactose concentration was 347
mM (Figure 2A).

2.3. Study of the optimal reaction conditions for the synthesis of 3-aminopropyl-1-4-D-
galactopyranoside

The performance of the transgalactosylation system for the synthesis of 3-aminopropyl-1-3-D-

galactopyranoside was evaluated under different conditions. The synthesis of both, compound 1
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(Rf 0.25) and 2 (Rf 0.07) was achieved at all lactose concentrations studied (100-347 mM) at a
constant 3-amino-1-propanol concentration (500 mM) (data not shown). These results evidenced
that lactose concentration was not a critical parameter for the galactoside synthesis, in the
concentrations range studied. Nevertheless, an increase in 3-amino-1-propanol concentration
from 100 mM to 500 mM at a fixed lactose concentration (200 mM) resulted in an increase of
the amount of 3-aminopropyl-1-B-D-galactopyranoside synthesized, evidenced by the higher
intensity of the TLC spots with Rf 0.25 (Figure 3). This performance shows that the presence of

3-amino-1-propanol favors transglycosylation towards hydrolysis.

The comparison between the reaction synthesis at 24 hs in the absence of acceptor (Figure 2),
and in the presence all the 3-amino-1-propanol concentrations studied (Figure 3), at the same
lactose concentration (200mM), clearly showed that lactose conversion was lower in the last
cases. The inhibition enzyme experiments performed with 3-amino-1-propanol showed that the
acceptor did not have an inhibitor effect on the enzyme under assayed conditions (data not

shown), whereby it was discarded as the cause of the lactose conversion slowing-down.

On other hand, since B-galactosidase from Aspergillus oryzae showed to be relatively stable in
the most drastic conditions assayed (50°C, 500 mM 3-amino-1-propanol) keeping near to 50% of
residual enzyme activity upon 24 hours, this could be the cause of the decreased rate of the
lactose conversion. Moreover, given that the enzyme was completely stable at 50°C during 24 hs
in the absence of the acceptor, this decrease may be partially attributed to the presence of the 3-

amino-propanol in the bulk reaction.

Despite this enzyme inactivation, 500mM of 3-amino-1-propanol was selected as the optimal
condition as it was the one that provided the highest production of galactoside. Taking into

account that the galactoside purification process was easier at low residual lactose concentration,

93



142

143

144

145

146

147

148

149

150

151

152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

and considering that initial lactose concentration was a parameter that had low significance over
in the amount of the synthesized galactoside, the optimal conditions selected for the synthesis

were 100 mM lactose, 500 mM 3-amino-1-propanol, 6 U/mL, 50°C, 24 hours.

2.4. Galactoside purification and structural characterization

The purification of the galactoside was performed in two chromatographic steps. The first one
consisted of size exclusion chromatography using Sephadex G10 column; compound 2 was
isolated while compound 1 co-eluted with lactose. In a second step compound 1 was purified by
preparative thin layer chromatography. The degree of purity of both compounds was analyzed by
TLC (Figure 4).

Structural elucidation of the purified compounds 1 and 2 was performed combining the use of
mono (*H-NMR, *C-NMR) and bidimensional (COSY, HSQC, HMBC) techniques of nuclear
magnetic resonance as well as mass spectrometry.

2.4.1. Structural characterization of 3-aminopropyl-1-4-D-galactopyranoside

2.4.1.1. NMR analysis

The *H NMR spectrum of compound 1 in water-d2 at 30°C showed only one anomeric proton at
dn 4.32 ppm (J 8 Hz), confirming the presence of a monosaccharide moiety. Proton decoupled
HSQC experiments allowed the assignment of the corresponding carbon signal (Table 1). This
information, together with the values of *J 1 1, for the anomeric proton and published chemical
shift data for sugar residues allowed the assignment of the spin system for a specific sugar
residue and the determination of the anomeric configuration. The data showed that the galactose
residue was a p-pyranoside.**°

The *H NMR spectrum of compound 1 showed, in addition to the signals of the monosaccharide

residue, signals corresponding to the 3-amino-1-propanol C, protons bonded to the amino

terminal through a methylene carbon at &4 1.87 ppm (m), and two important signals at 3y 3.63
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ppm (t) and 6y 3.07 (t) corresponding to two methylene carbons.

Moreover the **C NMR spectrum showed signals for nine carbons, three of which arose from the
aglycone moiety. Signals observed in the HSQC spectrum indicated the presence of four
methylene and five methine carbons, which confirmed the presence of the aminopropyl aglycone
and a sugar residue. The proton spin of the pyranoside ring was assigned by H-H correlation
COSY. These data together with the proton-carbon correlation from the HSQC experiment,
allowed the assignment of the carbon signals. The absence of a correlation of the proton signal at
dy 2.5 with a carbon signal confirmed that it corresponds to the amino protons. The glycosidic
linkage between both molecules was evidenced by the strong correlation observed among the H;

proton &y 3.63 and the anomeric carbon (5¢ 102.8) by the HBMC experiment.

2.4.1.2. MS analysis

Compound 1 ESI-MS spectrum revealed the presence of intense ions [M+H]" and [M+Na] * at
m/z 238.12 and 260.13 respectively, which are in accordance to the molecular weight of the
proposed galactoside. According to the Domond and Costello (1988)!" nomenclature we
analyzed the MS-MS spectrum of the [M+H]" showed in Figure 5A. It can be observed the ion
m/z =76.10 (Y1) generated due to the release of the galactose moiety lacking the oxygen atom of
the glycosidic bond, which correspond to the molecular weight of the 3-amino-1-propanol. The
fragments m/z= 202.09 (C1) and m/z= 220.13 were also identified. The latter was assigned to the
[M-NH;]" ion which evidenced the loss of terminal amino as an ammonium molecule according
of a polyfunctional compound.®® The [M+Na] * /MS-MS spectrum (Figure 5B) showed the ions
m/z= 242.16 aroused as a consequence of the loss of a water molecule [M+Na- H,0O]. The
fragments assigned to the split of the pyranoside ring >*A; (m/z=83.08), A, (m/z=143.0), and
02%, (m/z=140.09) confirmed the presence of a galactose moiety.>*? Finally, the glycosidic

bond excision was supported by the ions m/z=185.06 (B;) and m/z=202.09 (C,).
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Consequently the structure 3-aminopropyl-1-3-D-galactopyranoside was deduced for compound
1.

2.4.2. Structural characterization of f-D-galactopyranosyl-(1-4)-5-D-galactopyranosyl-(1-4)-a-
D-glucose

2.4.2.1- MS analysis

Compound 2 ESI-MS spectrum revealed the presence of an intense ion [M+Na] * at m/z 527.17,
which is in accordance with the molecular weight of a trisaccharide (Figure 6A). This was
reinforced by the MS-MS fragmentation pattern of this ion (Figure 6B). The generation of the
ions corresponding to the cleavage of the glycosidic bonds (m/z= 203.00 (C; 0 Y3), m/z=365.09
(C203), m/z=347.17 (B,), m/z=509.09 (B3)), as well as those assigned to the pyranoside rings
internal cleavage (m/z= 305.17 (°?A,), m/z= 407.09 (**X3 0 **A3) and m/z=467.09 (®?A; o
24%3)), evidenced that the trisaccharide was formed by a galactose bonded to lactose moiety
trough a B 1-4 bond(Keeler, 1985). The presence of ion A, in the absence of the ions **A, y
%44, is characteristic of B 1-4 bonds between monosaccharide moieties.**%

2.4.2.2. NMR analysis

In order to confirm the structure proposed for compound 2 according to MS-MS experiments we
included a brief analysis by NMR.

The 'H NMR spectrum of compound 2 showed three signals corresponding to three anomeric
protons at oy 4.35 ppm (J 7.6Hz), 6y 4.53 ppm (J 8.0 Hz) and 64 5.10 ppm (J 3.6 Hz), this
information is consistent with a trissacharide structure assigned to three anomeric protons. The
coupling constant, evidenced the presence of two B anomers (J 7.6, J 8.0) and one o anomer (J
3.6). The HSQC experiment showed the corresponding anomeric carbons at 6¢ 103.32, d¢ 95.64
and 5c 91.81 ppm respectively. This information, together with the values of 2J ; 1, for each

anomerics protons and published chemical shift data for the sugars residues allowed the
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determination of each anomerics configuration. The data showed that galactose residues were [3-
pyranosides forms; instead the glucoside residue was a o-pyranoside.*>

So, based on the experimental data, the enzyme mechanism (Scheme 1) as well as the fact that
galactosidases preserve the anomeric center configuration, we propose that the trisaccharide
structure is B-D-galactopyranosyl-(1—4)-B-D-galactopyranosyl —(1—4)-a-D-glucopyranoside
2.5. Study of 1-amino-2-propanol as acceptor

The use of 1-amino-2-propanol as acceptor in the transgalactosylation system was explored
using identical reaction conditions as those previously described for 3-amino-1-propanol. In this
case only one new spot with rf 0.07 was observed when the reaction performance was followed
by TLC. This compound was purified by molecular exclusion chromatography, analyzed by
mass spectrometry and RMN, which confirmed it was a trisaccharide with the same chemical
structure as compound 2 reported in section 2.4.2. No additional spots which pointed to the
synthesis of the 1-amino-2-propanol galactoside was observed, reinforcing the hypothesis that
[-galactosidase from Aspergillus oryzae exhibited preference for primary hydroxyl as previously
reported.?%?

2.6. Interaction between galactosides and bovine spleen Galectin-1(Gal-1)

The interaction between Compound 1 and 2 and Gal-1 was evaluated by using the
hemagglutination (HAG) inhibition assay. This is reported as a useful tool for the study of
carbohydrate-lectin interactions. The HAG inhibition assay was performed as described in the
experimental section, in the presence of the potential inhibitors; those with affinity for Gal-1 will
bind to its carbohydrate recognition domain (CRD), thus inhibiting the HAG. Minimal Inhibition
Concentration (MIC) and Relative Inhibitor Power (RIP) were determined (Table 2). The MIC

for 3-aminopropyl-1-B-D-galatopyranoside (compound 1) and for B-D-galactopyranosyl-(1—4)-

-D-galactopyranosyl —(1—4)-a-D-glucopyranoside (compound 2) were higher than the MIC for

97



239

240

241

242

243

244

245

246

247

248

249

250

251

252

253

254

255

256

257

258

259

260

261

262

galactose, being lower than for the case of lactose, a natural ligand for Gal-1.

3. Conclusions

Transgalactosylation system catalyzed by the Aspergillus oryzae -galactosidase demonstrated to
be a useful tool for the enzymatic synthesis of 3-aminopropyl-1-3-D-galactopyranoside. Optimal
reaction conditions for transgalactosylation and higher purification levels were chieved with 100
mM lactose, 500 mM 3-amino-1-propanol and 6 U/mL incubated during 24 hours at 50°C.

As the synthesis of 2-aminopropyl-p-D-galactopyranoside was not achieved when using 1-
amino-2-propanol as acceptor, and as no N-glycoside formation was observed, both results may
evidence the selectivity of B-galactosidase for the synthesis of O-glycosides and in particular, the
enzyme from A. oryzae showed selectivity towards primary alcohols.?®

The synthesized galactoside did not show better inhibitor properties for Gal-1 than the natural
inhibitors, yet the 3-aminopropyl-p-D-galactopyranoside may be considered as a functionalized
galactose moiety. This is very interesting for the generation of glycopolymers and
glyconanoparticles for the development of biosensors, as well as for construction blocks in
chemical synthesis."

4. Experimental

4.1. Materials

o-Nitrophenyl-B-D-galactopyranoside (ONPG), lactose, galactose, 3-amino-1-propanol, orcinol,
[-galactosidase (B-D-galactoside galactohydrolase; EC 3.2.1.23) from A.oryzae, fetuin from calf
fetal serum, 1-cyano-4- dimethylamino pyridinium tetrafluoroborate (CDAP-BF,), triethylamine
and DEAE-cellulose were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Chloroform, 2-
amino-1-propanol and ninhydrin were from Merck (USA). TLC plates were from Machery
Nagel (Duren, Germany). Sepharose 4B and PD-10 (Sephadex G25) columns were from GE

Health Care (Buckinghamshire, UK). BCA protein assay reagents were from Pierce (Rockford,
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Ilinois, USA). Heparinized rabbit blood was gently supplied by the Unidad de Reactivos y
Biomodelos Experimentales, Facultad de Medicina, Universidad de la Republica. Bovine Spleen
was gently donated by Frigorifico Carrasco, Uruguay. All other chemicals used were of
analytical grade.

4.2. Enzymatic activity assay

Aliquots of 100 puL of suitably diluted A. oryzae pB-galactosidase solution were added to 2.0 mL
of 25 mM ONPG in 50 mM sodium acetate buffer at pH 5.5 (activity buffer), at room
temperature. The rate of formation of free o-nitrophenol (ONP) was recorded
spectrophotometrically at 405 nm using a 1 cm path length. One enzyme unit (U) was defined as
the amount of enzyme hydrolyzing 1 pmol of substrate per minute in the above defined
conditions. The extinction coefficient used for ONP at pH 5.5 was 7.5 x 10> M cm™. Enzyme
activity was expressed as U/mL.

4.3. Protein Determination Assay

Protein was determined by the bicinchoninic acid (BCA) assay.?*

4.4. Galactosides enzymatic synthesis

Volumes of 10 mL of reaction mixtures containing lactose (100 -347mM) and 3-amino-1-
propanol hydrochloride or 1-amino-2-propanol hydrochloride (100-500 mM) in activity buffer
were supplemented with soluble A. oryzae B-galactosidase to a final concentration of 6 U/mL.
The reaction mixtures were incubated at 50°C and gently stirred. Aliquots of the mixture were
taken at regular intervals and the reaction was stopped by heating at 100°C for 5 minutes. The
samples were analyzed for carbohydrates by thin layer chromatography (TLC).

4.5. TLC analysis

Quantitative analytical TLC was performed on Silica Gel TLC plates. Aliquots of 5 uL of

samples (fourth diluted) and standards (glucose, galactose, lactose,) were spotted onto the TLC
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plates and developed to 10 cm in an 22.0 cm x 11.0 cm x 6.2 cm chamber (saturation time 30
minutes), using MeOH:CHCI3:C3HgO:NH4OH (42:17:25:17) as mobile phase. The TLC plates
were air-dried, sprayed with orcinol 0.2% (w/v) in EtOH:H,SO, (90:10), then heated 2 minutes
at 110 °C or sprayed with ninhydrin spray reagent (0.2 % (w/v) in 1-butanol: 10% (v/v) acetic
acid 95:5) for free amino group detection.®

4.6. Galactoside-purification

Synthesized galactosides were purified in two steps. The first one consisted of size exclusion
chromatography in a Sephadex G10 column (1.6 cm id x 83 cm height) and isocratically eluted
with deionized water at a flow rate of 0.06 mL/min (1.8 cm.h™ linear flow rate). Fractions were
collected, lyophilized and analyzed by TLC as described previously in (Section 4.5). The second
purification step consisted in a preparative TLC performed in the same conditions as the
analytical TLC (see section 4.5). In order to identify the area of the plate containing the
compound of interest, the edges of the plate were stained with orcinol. The silica from the zone
containing the compound of interest was removed and the compound extracted by sonication
during 10 minutes in methanol: water (20:80 v/v) solution. Then the suspension was centrifuged
for 10 minutes at 8700g. The extraction procedure was repeated three times. The supernatants
were pooled, the methanol was rotary evaporated and the sample was further lyophilized and the
purity was checked by analytical TLC as described in section 4.5.

4.7. MS analysis

ESI-MS analyses were performed using a Thermo LTQ Velos spectrometer equipped with a
lineal ionic tramp detector. The electrospray-ionization ion source was operated in the positive-
ion mode. The capillary conditions were: voltage 5 kV and temperature 275°C. The sample was
diluted in a 30% acetonitrile (v/v), 0.1% formic acid (v/v) aqueous solution and introduced in
direct injection mode at 4 puL/min.

4.8 NMR experiments
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The chemical structures of synthesized galactosides were identified by an extensive *H and *C
NMR study. NMR spectra were recorded at 30 °C at 400 and 100 MHz respectively, using
deuterated methanol (CDsOD) as solvent on a Bruker Avance DPX 400 NMR. H and °C
chemical shifts were expressed in ppm using TMS (& 0.00) and Me,CO (56 31.00) as internal
reference. 2D experiments [correlation spectroscopy (COSY), heteronuclear single-quantum
coherence (HSQC) and heteronuclear multiple-bond correlation (HMBC)] were carried out
according to the standard pulse sequences of the instrument software. Proton signals were
assigned based on COSY spectra. *3C signals were assigned with HSQC spectra, based on the
assignment of proton signals. Finally, the linkage position in each structure was determined by
detecting interring cross peaks in HMBC spectrum

4.9. Enzyme Inhibition constant determinations

Inhibition constants were determined using ONPG as galactose donor (1.0 - 15.0 mM) and 3-
amino-1-propanol (100-2000 mM) in activity buffer at 25°C. The rate of ONP formation was
determined as previously described in section 4.2. Results were analyzed using Lineweaver Burk
linearization.”’

4.10. Purification of Gal-1

Galectin-1 was purified from bovine spleen as previously reported by Ahmed et al. (1996)? with
the followed modifications. The bovine spleen membrane was removed and the organ cut into
small pieces and suspended in 75 mM sodium phosphate buffer pH 7.2 containing 75 mM NacCl,
2 mM EDTA, 4 mM mercaptoethanol, 0.3M lactose (buffer B) in a ratio of 2 mL/g of spleen.
The mixture was homogenized at 4°C and then was centrifuged at 26000g for 60 minutes at 4°C.
Aliquots of 30 mL of clarified extract twice diluted in buffer were incubated with 30 g of DEAE-
cellulose previously swollen in 75 mM Sodium phosphate buffer pH 7.2 containing 75 mM
NaCl, 2 mM EDTA, 4 mM mercaptoethanol (buffer A) under mild stirring for 4 hours at room

temperature. The non-bound material of the ionic exchange was gel filtered in PD-10 columns
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pre-equilibrated in buffer A. The void volume fraction containing lectin activity was applied to
the asialofetuin (ASF)-sepharose affinity column, previously equilibrated in buffer A, at a flow
rate of 0.25 mL/min. The column was washed with buffer A until the A,go of the eluate was
lower than 0.05, then Gal-1 was eluted with buffer B. The ASF-sepharose was synthesized in our
laboratory as previously described by PI4 et al. (2003).%

4.11. Hemagglutination assay (HAG)

Galectin-1 activity was determined by the HAG assay using rabbit red cells and estimated by the
twofold serial dilution assay, as previously reported by Franco Fraguas et al. (2003).*°
Erythrocytes were prepared from fresh blood collected in heparin and washed four times with
sodium phosphate buffer 50 mM pH 7.4, containing 0.15 M NaCl (PBS buffer) by centrifugation
during 3 minutes at 1500 g. Glutaraldehyde-fixed and trypsin-treated red cells were prepared as
described by Nowak et al. (9)*! and diluted to give a 4 % suspension in PBS. In the experiment,
25 pl NaCl 0.15M, 25 ul 1% BSA in 0.15 M NacCl, 25ul Gal-1 and 25 ul 4% suspension of the
glutaraldehyde-fixed and trypsin-treated rabbit red cells were homogenized and incubated in a
U-shaped microtiter plate at room temperature during 30 minutes.

4.12. HAG inhibition assay

The ability of the synthesized galactosides to interact with Galectin-1 was determined by the
HAG inhibition assay. The lectin dilution used for the end point was the highest dilution able to
cause 50% HAG (dilution before to the last able to cause visible HAG) defined as HAGso%.3°
The minimum inhibitory concentration (MIC) of the galactosides that inhibits the HAG 509, Was
determined by using a serial two-fold dilution of the 100 mM galactosides in the HAG inhibition
assay. Relative inhibitory power (RIP) was defined as the ratio between the galactose MIC and

the galactoside MIC.
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Figures captions:

Scheme 1. Transglycosylation mechanism for -galactosidase using lactose as galactosyl donor
and 3-amino-1-propanol as acceptor

Figure 1. Time course reaction using 3-amino-1-propanol 500 mM, lactose 347 mM, 6U/mL
at 50°C and pH 5.5.

A) Lines: 1- lactose standard (50 mM), 2- Oh, 3- 0.25h, 4- 0.5h, 5- 1h, 6- 2h, 7- 3h, 8- 4h, 9- 5h,
10- 24h, 11- glucose standard (50 mM), 12- galactose standard (50 mM). Orcinol was used as
developer.

B) Lines: 1- 2h time reaction, 2- lactose standard (50 mM), 3- glucose standard (50 mM), 4-
galactose standard (50 mM); lines 1 to 4 developed with orcinol. Line 5- 2h time reaction
developed with ninhydrin

Figure 2. Time course reactions using different lactose concentrations, 6 U/mL at 50°C, pH
5.5, in absence of 3-amino-1-propanol

A) Lactose 347 mM, Lines: 1- lactose standard (50 mM), 2- 2 hs of reaction synthesis with 500
mM 3-amino-1-propanol (as control), 3- Oh, 4- 0.25h, 5- 0.5h, 6- 1h, 7- 2h, 8- 3h, 9- 4h, 10- 24h,
11- glucose standard (50 mM), 12- galactose standard (50 mM)

B) Lactose 200 mM: Lines: 1- Oh, 2- 0.25h, 3- 0.5h, 4- 1h, 5- 24h.

C) Lactose 100mM: Lines: 1- Oh, 2- 0.25h, 3- 0.5h, 4- 1h, 5- 24h.

Figure 3. Time course reaction using lactose 200 mM, 6U/mL at 50°C and pH 5.5, and
different 3-amino-1-propanol concentrations:

A) 3-amino-1-propanol 500 mM; Lines: 1 - lactose standard (50 mM), 2 - Oh, 3 - 0.25h, 4 -
0.5h, 5 - 1h, 6 - 24h, 7 - 3h, 8 - 4h, 9 - 5h, 10 - 24h, 11 - glucose standard (50 mM), 12 -
galactose standard (50 mM)

B) 3-amino-1-propanol 100 mM; Lines: 1-0h;2-05h;3-1h;4-3h;5-24h.

C) 3-amino-1-propanol 250 mM; Lines: 1-0.5h;2-1h;3-3h;4-24h.

Figure 4. Thin layer chromatography of purified compound 1 and 2.

A) Lines: 1- Purified compound 2; 2- glucose standard (50 mM); 3- galactose standard (50 mM);
4- lactose standard (50 mM); 5- 2 hs of reaction synthesis with 347 mM lactose , 500 mM 3-
amino-1-propanol, 50°C, 6U/mL; 6- purified compound 1. All lines developed with orcinol.

B) Lines: 7- purified compound 1 developed with ninhydrin.

Figure 5. 3- aminopropyl-p-1-D-galactopyranoside MS-Analysis
A) lon m/z =238 MS/MS Spectrum; B) lon m/z = 260 MS/MS Spectrum

Figure 6. B-D-galactopyranosyl-(1-4)-B-D-galactopyranosyl-(1-4)-a-D-glucose MS-Analysis.
A) Compound 2 MS; B) Compound 2 lon m/z =527 MS/MS
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Table 1.- 1H and 13C NMR Chemical Shift VValues of Compound 1

Galactose | 3-amino-1-Propanol

1 2 3 4 5 6 6" 1 2 3

432d 3.42dd 360dd 3.83d 358d 372 395m 363t 190m 3.07t

(8.0 (8.0,80)7 (3.2,3.6) (3.2)°

102.80 70.71 72.67 68.59 75.17 67.81 60.98 26.64 37.64

Multiplicity: d-doublet; dd- double doublet; t-triplet; m-multiplet
& J(Hz) in brackets
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Table 2. Galectin-1 inhibitory properties of compounds 1 and 2

Compound  MIC (mM) RIP
Galactose 50.0 1
Lactose 3.1 16
1 25.0 2
2 6.3 8

MIC:Minimal inhibition concentration, defined as the minimal inhibitor concentration that cause hemagglutination
inhibition, RIP: Relative inhibitor, defined as the quotient between Galactose MIC and compound MIC.
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Figure 4
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Figure 6
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