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@Resumen:

Preparacién de bioconjugados y anticuerpos para la
inmunodeteccién de anatoxina-a.

La presente invencién se refiere a bioconjugados y
derivados marcados de anatoxina-a, por posiciones
diferentes de la molécula, adecuados para la
produccion de anticuerpos de elevada afinidad y
especificidad para anatoxina-a. Asimismo, la presente
invencién también se refiere al uso de bioconjugados
de anatoxina-a y de derivados marcados de
anatoxina-a como antigenos de ensayo. Ademas, la
presente invencién también se refiere a métodos de
analisis, concentracion y extraccién de anatoxina-a
utilizando los anticuerpos obtenidos, en ocasiones
junto con antigenos de ensayo que son
bioconjugados o derivados marcados. Esta invencion
también proporciona un kit para analizar anatoxina-a
que comprende anticuerpos frente a esta cianotoxina,
en ocasiones junto con antigenos de ensayo que son
bioconjugados o derivados marcados de la anatoxina-
a.
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PREPARACION DE BIOCONJUGADOS Y ANTICUERPOS PARA LA
INMUNODETECCION DE ANATOXINA-A

DESCRIPCION

La presente Invencién se refiere a bioconjugados v derivados marcados de
anatoxina-a, por posicionss diferentes de la molécula, adecuados para la produccion
de anticuerpos de elevada afinidad y especificidad para anatoxina-a. Asimismo, la
presente invencidn fambién se refiere al uso de bioconjugados de anaioxing-a y
de derivados marcados de anatoxinag-a como antigenos de ensayo. Ademas, la
presente invencidn fambién se refiere a mélodos de andlisis, concenitracién vy
exiraccién de anatoxina-a utilizando los anticuerpos oblenidos, en ocasiones junto
con antigenos de ensayoc gue son bioconjugados o derivados marcados. Esia
invencidén también proporciona un kit para analizar anatoxina-a que comprende
anticuerpos frente a esta clanotoxina, en ocasiones junto con antigenos de ensayo

gue son bioconjugados ¢ derivados marcados de la analoxina-a.
ESTADO DE LA TECNICA

Llas biotoxinas son un tipo de contaminante cuva presencia en alimentos, aguas vy
piensos representa un verdadero problema para la salud humana y el bienestar
animal, ocasionando importantes pérdidas econdmicas a los seclores agroalimentario,
agropecuario vy piscicola, v pudiendo afectar gravemente a la salubridad del agus
potable. Entre las biotoxinas mas relevanies debido a su toxicidad y prevalencia
destacan las producidas por clancbacterias, especialments la microcistina-LR, la

cilindrospermopsina y la anatoxina-a.

La anatoxina-a (2-acetil-G-azabicilo[4.2.1non-2-eno) es una amina secundaria biciclica

que incorpora un resto de metilcarbonilo alfa-beta insaturado.

Z2X

O
S CHj

Anatoxina- a

Esta toxing es producida por diferentes especies de clanobacterias pertenecientes

fundamentalmente a los géneros Anabaena, Microcystis, Aphanizomenon, Oscillatoria,
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Flanktothrix vy Cylindrosperum.  Bajo clertas  condiciones ambientales, estos
microorganismos procariotas son capaces de proliferar de manera exacerbada, dando
lugar a eclosiones repentinas, conoccidas en la literatura cientifica como floraciones
masivas de algas [Osswald et al, Environ. Ini, 2007, 33, 1070-1088]. Estos
afloramientos o blooms, en terminologia anglosajona, se consideran actualmente mas
frecuentes e intensos gue antafic debido a la subrofizacidn consecuencia de la
actividad humana vy al calentamiento global [Taranu et al., Ecol Leit, 2015, 18, 375~
384]. Las principales vias de exposicidn de la poblacién humana y animal a la
anatoxina-a son a fravés de agua contaminada, ya sea por ingesta intencionada (agua
polable procedente de fuenies superficiales) ¢ accidental (usos recreacionales vy
deportivos), v a través del consumo de suplementos dietélicos derivados de algas que
no siempre cuentan con los coniroles adecuados v que pueden por fanio contener
espacies no deseadas de ciancbacterias producioras de toxinas [Gutiérrez-Praena et
al., Food Chem. Toxicol., 2013, 53, 138-1521. Una ruta de exposicion que ha adguirido
mavyor relevancia en ios Gllimos afos v que por lanio constituye un riesgo emergentes
es a iravés del consumo de pescado y moluscos bivalvos, procedenies fanio de la
pesca tradicional como de pisciculiura, gue se han desarroliado en masas de agua
afecladas por plagas de cianobaclerias v que por tanto han estado expueslos a estas
biotoxinas {lbelings el al., Environ. Pollut., 2007, 150, 177-192; Miller et al.,, PLOS
ONE, 2010, 5, e12576;].

El primer caso confirmado de intoxicacion por anatoxina-a se produjo en Canada en
los afos 60, donde causd la muerte de ganado vacuno, ¥y en aguel momento, debido a
su elevada ioxicidad, se la denomind como Very Fast Death Factor — inyeciada
infraperitonealmente an ratonss éstos maorfan en menos de 5 minutos [Aréoz et al,,
Toxicon, 2010, 56, 813-828; Osswald ef al., Environ. Int., 2007, 33, 1070-1089]. Su
glevada potencia como neurotoxina {LDs, intraperitoneal en ratones: 250 ug/kg) se
debe a gue es un agonista de la acelilcolina, uniéndose de forma irreversible al
receptor nicotinico de acstilcolina a nivel neuromuscular, 1o que bloguea ef ¢anal de
sodic & impide la repolarizacion de la membrana, causandc sobreestimulacion
muscular gue provoca convulsiones, paralisis v finalmente la muerte por parada
cardiorrespiratoria. La anatoxina-a es una de las cianotoxinas mas frecuentemente
detectadas, o que unido a criterios toxicoldgicos y epidemioldgicos ha llevado a la US
Environmental Protection Agency (USEPA) a consideraria un contaminante priorifario,
y a promover estudios adicionales que permitan evaluar los riesgos vy esiablecer
regulaciones vy directrices [Hudnell y Dortch, En Cyanocbacterial Harmiful Algal Blooms
{Chapter 2), Ed. HK. Hudnell, Springer, NY, USA. 2008]. En esta misma linea, la
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EFSA aconsejo recientements considerar la posible presencia de cianctoxinas en
alimentos como un riesgo emergentie, y publict una convocatoria para la realizacion de
un informe bibliografico sobre este tema (OC/EFSA/SCER/2014/04).

Se han registrado gran cantidad de casos fatales debido a intoxicacion por anatoxina-a
en animales domésticos, ganado y fauna salvaje como consecuendcia de la ingesta de
aguas contaminadas, donde se han llegado a registrar concentraciones superiores a 1
mag/l, un valor al menos 100 veces superior al recomendado por diferentes
organismos oficiales [Trainer et al,, Toxins, 2015, 7, 1206-1234]. En muchas zonas &l

problema es recurrente y se repite cada afic.

Como corresponde a un contaminante tan ampliamente distribuido v relevante, son
varios los meétodos desarroliados para su deteccién [Dimitrakopoulos et al., Anal
Bivanal. Chem., 2010, 397, 2245-2252; Lemoine et al., Toxicon, 2013, 61, 164-174;
Roy-Lachapelle et al, Talanta, 2015, 132, 836-844], si bien la técnica de
HPLC-MS/MS es sin duda el procedimiento mas sensible v méas ampliamenie
aceptado, v el utilizado por la USEPA como método oficial. Exisle no obsiante un
amplio consenso sobre la necesidad de obtener anticuerpos frente a analoxinag-z vy de
desarrollar méiodos analiticos rapidos v fiables que permitan gestionar eficienternents
las crisis que se producen, evitando dafios sobre la salud humana vy los ecosistemas
Ya an 2005, en un simposio sobre clanotoxinas, se identificd como lnea de
investigacion prioritaria el desarrolio de un ELISA para anatoxina-a, objetivo que sigue
estando vigente 10 afios después [Pegram vy Nichols, En Cyanobacierial Harmiul Algal
Elooms (Chapter 15), Ed. H.K. Hudnell, Springer, NY, USA. 2008]. Lo mas cercano a
un métode inmunocanalitico desarrollado hasta la fecha es un ensayo basado en la
utilizacion del recepltor de acetiicoling procedentie de membranas de electrociios de ia
raya eléctrica (Torpedo sp.) [Ardaoz et al., Toxicon, 2010, 56, 813-828]. Un kit basado
en este procedimiento estd comercialmente disponible {Abraxis LLC, Warminster,
USA), si bien su sensibilidad no parece suficients, y esta lejos de las exhibidas por
ELISAs comerciales para ofras clanctoxinas. El Unico intento documentando de
sintetizar un analogo funcionalizado de la anatoxina-a con vistas a generar anticuerpos
fue publicado en 2009, aungue los aulores no demosiraron haber conseguido el
objetivo perseguido, ni tampoco dicho trabajo tuvo continuidad posteriormente [Marc e
al., Telrahedron Lell., 2008, 50, 4554--4557]. Los méicdos inmunocanaliticos se basan
en la unidn selectiva, reversible v no covalenie enire la sustancia a detectar (analiio) v
un anticuerpo gue la reconoce con una elevada afinidad. Dependiendo de la finalidad

analitica, los anticuerpos se pueden adaplar a diferentes formatos, tales como
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columnas de inmuncafinidad, ensayos de flujo lateral vy tiras inmunorreactivas,

biosensores, microarrays, y muy especialmente ensayos lipo ELISA.

Hasta la fecha no se ha descrife la preparacion de anticuerpos capaces de reconocer
a la anatoxina-a, por o gue tampoco se han desarrollado métodos inmuncanaliticos de
cualquier tipo gue permitan fa determinacion, deteccion, concentracién o exiraccion de
anatoxina-a empleando anticuerpos. Existe por tanio una necesidad, en particular de
la industria alimentaria, agricola, clinica y/o medioambiental, de desarroliar métodos
analiticos que comprendan al menos un anticuerpo para analoxina-a, preferentemente

mediante 1a utilizacion de un kit

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona bicconjugados vy derivados marcados de
anatoxina-a, v el uso de los bicconjugados para la obtencidn de anticuerpos para

anatoxina-a.

Por tanio, un primer aspeclto de la presente invencion se refiere a un bioconjugado de

formula general (1)

[T=L=Z],~P
{B

donde:

T se selecciona del grupo gue consiste en R-1, B~ y R-iH;

o
N o NoO o chy
Lb\/“\CHs W W
R-l R-Nl R-ll
L es una cadena hidrocarbonada de 0 a 40 dtomos de carbono, donde la cadena es
lineal o0 ramificada, saturada o insaiurada, v dicha cadena hidrocarbonada comprende
la sustitucidn de entre 0 y 10 dtomos de carbone por hetergalomos, que se
seleccionan del grupo gque consiste en S, O y N; preferiblemente L es una cadena

hidrocarbonada lineal de 0 a 20 atomos de carbonoe vy dicha cadena hidrocarbonada

comprende entre 0 y 4 heteroatomos seleccionados del grupo que consisteen Oy N, v
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mas preferiblemente L es una cadena hidrocarbonada lineal saturada de 1 a 10
atomos de carbono y opcionalmentie la ¢adena hidrocarbonada comprende entre 1 v 4

heteroatomos seleccionados del grupo que consisteen Oy N;
Z es un grupo funcional seleccionado enire:

~C=ONH-, ~NH(C=0}-, ~{C=0)S~, ~S(C=0 ), ~{C=0)0~, ~O(C=0)-, ~O({C=0)0-,
~O(S=0)0-, ~O(S0)0-, ~NH(8=0)0-, ~O(S=0NH-, ~NH(SO,)0-,~O(SO)NH-,
~(SONH-,  =NH(SO,~,  -O(C=0O)NH-,  -NH(C=Q)0-,  -NH(C=0)NH-,
~NH(C=8)NH-, -NH-, -N(alguilo)}-, -S-, -8-8-, -NH-NH-, -N=C-, -C=N-,
~NH(C=NH}~, -N=N-, ~O-, ~GH=CH-,

S O y N=N
/ 1
N— ’N\/\
0

En una realizacion preferida, Z se selecciona del grupo que consiste en —{C=0)NH-,
~NH{C=0}-, ~O(C=0)NH~, ~NH{C=0)0~, ~NH{C=0O)NH~-, ~NH-, -5~

O
N=N
S ¥ ;
-
N— ’N\)\
O

Mas preferentemente, Z es —(C=0O)NH-.

P es un péptide o polipéptido, natural o sintético, de peso mdecular mayor de 2000
daltons. El péptido o polipéptide P puede estar o no unido, medianie interaccion
covalente, electrostatica o de olro tipo, a un soporie. Dicho soporie puede ser un
poliméro sintético 0 no, o estar compuesto por nanomateriales como nanotubos de

carbono, zeolitas ¢ silice mesoporosa.

Segun ofra realizacion preferida de la presente invencion, el bioconjugado de férmula
(1) descrito en esta sclicitud de patente se caracleriza porgue P se selecciona del
grupo gue consiste en albUmina, tiroglobulina, hemocianina, beta-galaciosidasa,
peroxidasa, fosfatasa vy oxidasa. Més preferiblemente P es peroxidasa o albimina, gue
puede ser albumina de huevo o albdmina sérica; y

1 es un numero con un valor entre 1 vy 500; preferiblemente n es un valor entre 1 vy
100.
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El valor de n indica el grado de conjugacion, es decir, la relacidén molar entre la
fraccidn derivada del compuesto de farmula T-L-£ v P, en el bioconjugado de formula

(1) resultante.

Segun ofra realizacion preferida de la presente invencion, el bioconjugado de formula

{1} es un bioconjugado de formula (1a)

= NHOG

donde:

P v n se han definido anteriormente. Preferiblemente P es albumina ¢ peroxidasa y n

es un valor seleccionado enire 1y 50.

Segun ofra reslizacion preferida, el bioconjugado de formula (1) es un bioconjugado de

formula (tb)

2T

CONH P

(ib)
donde:

P v n se han definido anteriormente. Preferiblemente P es albumina o peroxidasa y n

es un valor seleccionado entre 1y 50.

Segun ofra realizacion preferida, el bicconjugado de formula (1) es un bioconjugado de

formula (ig)



10

15

20

25

ES 2612751 Bl

CHs

2T

.O._-CONH P

donde:

P v n se han definido anteriormente. Preferiblemente P es albumina o peroxidasa y n

es un valor seleccionado entre 1y 50.

El bicconjugado de formula (1) de la presente invencion se puede oblener por un
procedimienio que comprende hacer reaccionar un derivado funcionalizado (hapieno)
de la anatoxina-a con B, un polipéptido natural o sintético de peso molecular mayor a

2000 daltons, por métodons ampliamente conocidos en 1a téenica.

En ofra realizacion de la presente invencion, cuando el malerial portador es un

marcador no isotdpico detectable, el derivado es un compuesto de formula (li):

[T=L~Z]n~Q
(i)

donde T, L vy £ tienen el mismo significado definido anteriormente para el bioconjugado

de formula (I);
G es un marcador no isotdpico delectable; y

m es un ndmero con un valor entre 1 y 1000; preferiblemente m es un valor

seleccionado entre 1y 100.

En la presenie invencion sg entiende por “marcador” cualguier molécula ¢ fragmenio
que dé lugar a una sefial medible por cualguier tipo de t8cnica analitica. En la presente
invencion, G identifica un fragmento o una molécula quimica deteciora, marcadora o

trazadora no isctopica.
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En una realizacion preferida, Q es una enzima, bictina, un compuesto luminiscents, un
fluorcfore, un marcador acoplado a un sistema de deleccion indirecta, micro ¢
nanoparticulas u otros. Preferentemente, G se selecciona del grupo que consisie en
peroxidasa, fosfatasa alcalina, bicting, fluoresceina o uno cualquiera de sus derivados,
un fluordforo de cianing, un fluordforo de rodaminag, un fluordforo de cumarinag, un
bipirilo de rutenio, luciferina o uno cualquiera de sus derivados, un ésler de acridinio,
nanoparticulas cuanticas (en inglés guanium dols), v micro- o nanoparticulas de oro

coloidal, de carbdn o de latex.

Este compuesto de formula (i) puede utilizarse con un anticuerpo de anatoxina-a para
determinar o delectar esta cianoloxina en una muesira mediante la tecnologia de

inmunoensayo.

Segun una realizacion preferida, e derivado de formula () es un derivado de fermula
{ia)

Q NHOC

CHs

(ia)

donde (& se selecciona del grupo que consiste en peroxidasa, bictina, fluoresceina o

nanoparticulas, y m es un valor seleccionado entre 1y 10.

Segun otra realizacion tambien mas preferida, el derivado de férmula (i) es un

derivado de formula (lib)

ZT
@)

CONH Q

(i)
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donde (& se selecciona del grupo que consiste en peroxidasa, bictina, fluoresceina o

nanoparticulas, y m es un valor seleccionado entre 1y 10.

Segun otra realizacion tambien mas preferida, el derivado de férmula (i) es un

derivado de férmula (He)

ZT

CHj
.O._CONH Q

(lic)

donde Q se selecciona del grupo que consiste en peroxidasa, biotina, fluoresceina o

nanoparticulas, v m es un valor seleccionado entre 1y 10.

El derivado marcado de formula (i) de la presente invencion se puede obtener por un
procedimiento que comprende hacer reaccionar un derivado funcionalizado (haptena)
de la anatoxina-a con @, un marcador no isotdpico, por métodos ampliamente

conocidos en la técnica.

El bicconjugado de formula {1} de la presente invencion puede utilizarse para la
produccion de anticuerpss, o junio con un anticuerpo de analoxinag-a para determinar o
detectar esta cianotoxina en una muestra mediante la tecnologia de inmunoensayo.
Ademas, los derivados marcados de formula (i) pueden utilizarse junto con un
anticuerpo de anatoxina-a para determinar o deteclar esta cianotoxina en una muesira

mediante la tecnologia de inmunoensayo.

Para obtener anticuerpos frente a analoxing-a se han preparado derivados
funcionalizados de dicha cianotoxina {(haptenos), es decir, analogos ssiructurales de
anatoxina-a que incorporan un grupo funcional susceptible de ser ulilizado para la
conjugacion a un portador P o marcador Q. Este grupo funcional estd separado del
esqueleto de la molécula de anatoxina-a por un espaciador L. La posicion de
incorporacion del grupo funcional a la estructura de anatoxina-a para la conjugacién no
es un aspectc obvio y puede ser determinante para la viabilidad de los bioconjugados
de formula (1) como inductores de la produccion de anticuerpos de afinidad vy

selectividad adecuadas frente a anatoxina-a e incluso para la viabilidad de los

10
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bioconjugados de formula (1) o de derivados marcados de formula () para actuar
como moiécuias competidoras que permitan el desamrolio de un inmunoesnsayo

sensible y especifico para dicha cianoioxina.

En el contexto de esta invencion el érmino “anticuerpo” se refiere a la inmunoglobulina
gue el animal o una célula hibrida (como un hibridoma) sintetiza, de forma especifica

contra el inmundgeno de la invencidn (bioconjugado de la invendion).

Por tanto, un tercer aspecio de la presente invencion se refiere a un anticuerpo (a
partir de ahora anticuerpo de la invencion) generado en respuesta a un bioconjugado
de la invencion, en particular al bioconjugado de fémula (1), Mas preferiblemente los
anticuerpos son generados en respuesta al bioconjugado de formula (la), {ib) o (),

mas preferiblemente al bioconjugado de formula (ib).

El procedimiento de oblencidn de los anticuerpos de la invencién a partir de
bioconjugados de la invencion se puede llevar a cabo por méilodos de inmunizacién
ampliamenie conocidos en la iécnica. Los anticuerpos generados a partir de un
bicconjugado de la presenie invenciGn pueden ser anticusrpos pdlicionales,
anticuerpos mongocionales, anticuerpos recombinantes ¢ fragmenios de anticuerpo.

Los anticuerpos de ia invencidn tienen alia afinidad vy especificidad hacia anatoxing-a

Otro aspectn de presenie invencion se refiere a un antisuerc (a partir de szhora

antisuero de la invencidn) gue comprende los anticuerpos de g invencion.

El término “antisuero” se refiere a un suero oblenido tras la inmunizacion de un animal
con un inmundgeno. El antisuero comprende anticuerpos especificos de dicho
inmundgenc generados tras la respuesta inmune producida en el animal. En el
contexio de ia presents invencion, el inmundgeno es el bioconjugado de la invencitn v
el antisuerc comprende anticuerpos especificos generados frente al bioconjugado de

la invencion, los anficuerpos de la invencion.

Un cuarto aspecto de la presente invencion se reflers a un método de analisis in vilro

de anatoxinag-a en una muestra que comprende las siguienies stapas:

a) poner en contacto la muestra con el anticuerpo o &l antisuero de la invencidn;

b} incubar a musstra vy el anticuerpo (o el antisuero) de a etapa (&) durants un periodo
de tiempo adecuado para que tenga lugar una reaccion inmunogquimica; y

¢) determinar la existencia de reaccidn inmunoguimica tras la incubacién de la etaps
(B).

11
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El método de la presente invencién permile la determinacion cuantitativa ¢ anaélisis
cualifativo del conienido de la clanoloxina analoxina~-a en una muestra. Asimismo, el
méiodo de la presente invencion permile analizar el contenido de anatoxina-a en
diferentes fipos de mueslras, por sjemplo, muestras de alimentos, muestras
medioambientales tales como agua, suelo o superficie, vy muestras biolGgicas ailsladas
tales como orina. Preferentements, la presente invencidn proporciona un mélodo de

analisis in vifro de anatoxina-a en agua.

Segun una realizacion preferida, la determinacién de la reaccidn inmunoguimica en &l
paso (e) se realiza madiante un inmunocensayo compelitivo, usando como competidor
un bioconjugado de formula (1) o un derivado marcado de formula (i),

Preferentemente, el inmunoensayo competitivo es de tipo ELISA.

El término inmunoensayo hace referencia a un ensayo analitico en el que ocurre una
reaccién inmunoguimica para la deteccion o cuantificacidon de un analifo. Los
inmunoensayoes compelilivos son aguélios en los que el analitc compite con olra

molécula por la unién con el anticuerpo.

El término “antigeno” en esia solicitud de patente se refiere a una molécula capaz de
interaccionar especificamentes con un  anticuerpo. La interaccidon ¢ reaccidn
inmunoguimica consiste en la unidn especifica y no covalente entre un anticuerpo v un

antigeno, pudiendo ser ésie el analito o un antigeno de ensayo.

En la presente memoria el términe “antigeno de ensaye’, “antigenc enzimatico” o
“razador” se refiere a un bioconjugado de formula (1) o a un derivado marcado de

formula (1D gue se utiliza en el ensayo competitivo.

Un guinto aspecto de la presente invencion también se reflere a un Kit de deteccion de
anatoxina-a que utiliza al menos un anticuerpo de la invencion. Adicicnalments, el kit
de deteccion de anatoxina-a puede comprender un bioconjugado de formula (1) o un
derivado marcado de formula (i) tal como se describen en [a presenie soliciiud de

paienie,
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Un sexic aspecto de la presente invencion fambién se reflere a un metedo de
purificacion y/o concentracion de anatoxina-a de una muestra consistenie en
inmovilizar al menos un anticuerpo de la invencion sobre un soporte cualguiera y hacer
pasar una muestra a través de dicho soporte para gue retenga la anatoxina-a presents
gn dicha musestra. La slucion posterior de la anatoxina-a retenida en el soports por
métodos ampliamente conocidos en la técnica (cambio de pH, modificacion de la
fuerza ibnica, utilizacidon de agentes calotrdpicos) permitird su  purificacion  yio

conceniracion, en un sistema conocido como cromatografia de inmunoafinidad.

Los términos “inmunégend” e “inmunocgénico” tal como se utilizan en la presente
invencion se refieren a una sustancia gue es reconocida como extrafia al organismo
vivo v por lo tanto es capaz de producir o de generar una respuesia inmune en un

huésped. En la presente invencion el inmundgenc es un bioconjugado de formula (1),

A o largo de la descripcidn vy las relvindicaciones la palabra "comprende” vy sus
variantes no pretenden excluir ofras caracteristicas técnicas, aditivos, componenies o
pasos. Para los expertos en la maleria, otros objetos, ventajas y caracieristicas de la
invencion se desprenderdn en parie de la descripeidn v en parte de la practica de la

invencidn.

A continuacion se ilustra con algunos ejemplos y figuras la forma en que puede
efectuarse la preparacién de varios derivados funcionalizados de anatoxina-a
(haptenos) v los correspondientes bioconjugados de formula (1), que no pretenden que
sean limitativos de la presente invencion, v gue sirven para mosirar no sélo la forma en
que puede efectuarse la preparacion de los mismos sine también la importancia gue
puede tener la naturgleza estructural del bioconjugado de formula (1) para la
produccion de anticuerpos de afinidad adecuada hacia el analito, aplos para sl

daesarrollo de un eficaz método inmunoanalitico.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Fig. 1. Esiructura de la anatoxina-a.

Fig. 2. Esquema de la sintesis del hapteno NHS-ANA-1.
Fig. 3. Esquema de la sintesis del hapteno NHS-ANA-2Z.
Fig. 4. Esquema de la sintesis del hapteno NHS-ANA-3.
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Fig. 5. Esquema de la preparacion de un bioconjugado de formula (1) a partir del
correspondiente derivado funcionalizado thaptenn) de anatoxina-a.

Fig. 6. Curva estandar para anatoxina-a con los anlicuerpos monoclonales oblenidos
gn gl formato de ELISA competitive indirecto.

Fig. 7. Curva estandar para anatoxina-a con ios anticuerpos monocionales obienidos
en el formato de ELISA competitivo directo.

Fig. 8. Enantioespecificidad de los anticuerpos monocionales frente a anatoxina-a
EJEMPLOS

A continuacion se ilustrard la invencion medianie unos ensayos realizados por 1os
inventores, que ponen de manifiesto la efectividad de los bioconjugados de formula (1)
para la obtencidn de anticuerpos frente a anatoxina-a v el desarrollo de un
inmunoensayo de elevada sensibilidad para 1a misma. Los nOmeros en negrita hacen
referencia a la correspondienie estructura que se muestra en los esquemas. Esics
ejemplos se presentan a modo de demostracion perc de ningun modo pueden suponer

un limite a ia invencidn.
1. Preparacion de bioconjugados de férmula (i)

Ejemplo 1: Preparacion de bioconjugados de formula () para T = R, L =
CH,CHCHy, £ = —{C=0)NH- y P = BSA (seoalbimina bovina), OVA (ovalbimina) y

HRP (peroxidasa de rabano picante).
1.1. Preparacion del éster de N-hidroxisuccinimidiio del hapteno ANA-T (NHS-ANA—
1.

El material de partida (1) se prepard a partir de 1,2-epoxi-5-cicloocteno por adapiacion
de una ruta previamente publicada {D. B. Kanne et al., J Am. Chem. Soc. 1886, 108,
7864-7865].

O

ST

N o O N

;a Pd(OH),/C, Boc,O N
AcOEt, H, 60 psi, 12 h !

1 76 % 2

N
w

Preparacion de 2-oxo-8-azabiciclof4.2. 1inonano-9-carboxifato de terc-bulilo (2). Una
mezcla de 300 mg (1,308 mmol) de la bencilamina 1, 57 mg de 20% PJ{CH), scbre
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carbong (50% de humedad) v 1,12 equivalentes (320 mg, 1,485 mmol} de carbonato
de di-terc-butilo en 3,2 mbL de AcOEL se mantuve con agitacion bajo una presion 60 psi
de H; a lemperatura ambienie durante 12 h. Transcurrido esie liempo, la mezola se
filird sobre celite, lavando con AcOEL El filirado se lavé con 20 mb de una solucion
saturada de NaHCO; v salmuera y se secs sobre MgSQ, anhidro. El residuo resultants
de la evaporacion del disolvenie se purifico mediante cromatografia de gel de silice,
empleando hexano-AcOEL 8:1 como eluyente, para oblener ia amina N-Boc protegida
2 como un aceite incoloro que solidifica a 20 °C (238 mg, 76%).

IR vmadom™ 2967, 2031, 1709, 1687, 1392, 1343, 1168, 1102. 'H RMN (300 MHz,
CDCls) (2 rotameros en proporcidon 2:1; se describen los datos del mayoritario) & 4,58-
418 (2H, m, H-1 y H-6), 2,50-2,47 (1H, m, H-3), 2,40-225 (2H, m, H-3 y H-7),
2,25-2,06 (2H, m, H-5 y H-8), 1,96-1,86 (1H, m, H-7), 1,81-1,62 {(4H, m, H-4, H-5, H'-
8), 1,42 (9H, s, CMes), °C RMN (75 MHz, CDCly) & 2154 (C-2, C=0), 153,1 {C=0
Boc) 80,4 {CMes), 65,1 (C-6), 56,6 (C-1), 41,8 (C-3), 33,0 (C-5), 30,0 (C-7), 28,5
{CMes), 26,8 (C-8), 19,4 (C-4); EMAR (ES) m/z calculada para CaHpNO; [M+HT
240,1584, encontrada 240,1587.

S
BOC\N O/U\N

QO - 0OS0,CF;
1. KHMDS, THF, -78 °C 8 1
3
2. Reactivo de Comins (R .

91 % 0
2 3

Freparacion de 2-{{{trifluorometif}sulfoniijoxi}-3-azabiciciof4.2. 1jnon-2-eno-9-
carboxilato de terc-butilo (3). En un matraz se prepard una disolucion con 123 mg
(0,514 mmol) de la cetona 2 en 6,65 mL de THF anhidro bajo aimésfera inerte. La
disolucion se enfrié a -78 °C vy se adicionaron gota a gota 2,0 equivalentes (2,05 mL,
1,027 mmol) de bis{trimetilsilibamida potasica (KHMDS) 0,5 M en tolueno; la reaccion
se deid avanzar durante 1,5 h y posteriormente se adicionaron 2.5 equivalentes (504
mg, 1,284 mmol) de disolucidn de AN{E-cloro-Z-piridinih bis(triflucrometanosulfonamida)
{reactivo de Comins) disueltcs en 0,4 mbL de THF anhidro. Esta mezcla se agitd
durante 1 h adicional manteniendo la temperatura de reaccion a -78 °C. Para finalizar,
se adicionan 2 mL de una disolucidn saturada de clorure aménico a 0 °C, la mezcla de
reaccion se diluyd con agua v se exirajo con AcOEL (3x15 mb). Las fases organicas
reunidas se lavan con salmuera vy se secan scbre Mg3s0, anhidro. El residuc obtenido
después de eliminar el disclvente se purificé mediante cromatografia de columna,
ulilizando como eluvente hexano-AcOE! 81, para oblener el enol triflato 3 como un
aceite incoloro (174,0 mg, 91%). IR veodom™ 2972, 1879, 1455, 1400, 1366, 1243,
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1201, 1168, 1138, 1072, 884. 'H RMN (300 MHz, CDCh) (2 rotameros en proporcion
3:1, se describen los datos del mayoritario) 8 5,79-5,72 {1H, m, H-3), 4,55 {1H, m, H-
1), 4,44-4,23 (1H, m, H-8), 2,21(2H, m, H-4), 2,20-1,84 (2H, m, H-5), 2,06 (2H, m, H-8),
2,04-1,67(2H, m, H-7), 1,44 (SH, s, CMes) °C RMN (75 MHz, CDCl3) § 154,6 (C-2),
153,1 {(C=0 Boc), 120,85 (C-3), 116,65 (CF3}, 80,5 (CMes), 58,8 (C-1), 54,9 (C-6), 32,4
(C-7), 31,0 (C-8), 30,5 (C-5). 28,3 {CMas), 19,7 (C-4) PF-RMN (282 MHz, CDCl3)
d -74,4 (s), EMAR (ES) m/z calculada para CuHxFaNOsS [M+H]T 372,1008,
encontrada 372,1014.

Boc, Boc

~ 2'
N 0S0,CF; — s N, , ™S

I == &Y

PdCl,(PPhs), Cul, 7o\ 3

Et;N, DMF, 1 h °
3 4
94 %

Freparacion de 2-((rimetilsililielinil}-9-azabicicio[4.2. 1]non-2-eno-9 carboxilato de terc-
butilo (4). 4,0 equivalentes (655 yi, 4,64 mmol) de trimelilsililacetileno se adicionaron a
una mezcla preparada a partir de 430 mg (1,16 mmol) del endl triflato 3, 81,4 my
{0,116 mmol, 10% mol) de PdCL{PPha), v 11.0 mg (0,06 mmol, 5% mol} de Cul bajo
atmosfera inerte en 6,2 mbL de DMF anhidra. La disolucion resultante se desgasificd
por sonicacion bajo una corriente de nitrégeno, se adicionaron 484 yb (3,48 mmol, 3
equivalenies) de EizN v Ia mezcia se agité durante 1 h a temperatura ambiente. Tras
comprobar ia finalizacion de la reaccion por CCF (hexano: AcCEL, 8:2), la mezdla de
reaccion se diluyd con 10 mb de agua vy se exirajo con ELD (3x15 mb), las fases
organicas reunidas se lavaron con disolucion de LiCl al 1,5%, salmuera vy se secaron
sobre MgSQ, anhidro. El residuo oblenido después de la evaporacién del disclvente
se¢ purificd por cromatografia en columna de silice, empleando hexanc:AcOE! 8:2
como eluyente, para obtener el enino conjugado 4 como un aceite incolore (348 mg,
94%). 'H RMN (300 MHz, CDCly) (2 rotdmeros en proporcion 4:1; se describen los
daios del mayoritario) & 6,12 (1H, m, H-3), 4,58 (1H, m, H-1), 4,42-4,10 (1H, m, H-6),
2,26-2,14 (2H, m, H-4), 2,20-1,89 (2H, m, H-7), 2,15-1,63 (2H, m, H-8), 2,12-1,70
(2H, m, H-5), 1,47 (8H, s, CMey), 0,18 (9H, s, SiMes);, “C RMN (75 MHz, CD.Cl)
5153,4 (C=Q), 138,0 (C-3), 131,7 {C-2), 106,6 (C-1'), 92,6 (C-2'), 79,6 (CMey), 59,8 (C-
13, 55,6 (C-6), 31,4 (C-T), 31,3 (C-8), 28,8 (C-5), 28,6 (CMe;), 24,3 (C-4), 0,15 (SiMe;),
EMAR (ES) m/z calculada para CiaHsoNO:SI [M+H] 320,2040, encontrada 320,2042.
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Boc. s Boc. ZH
N KoCO3 MeOH o P2
3
ta.,1h [
5 4
97 %
4 5

FPreparacion de 2-etinil-g-azabiciclof4.2. 1jnon-2-ene-g-carboxilato de terc-butilo (5).
Una mezcla formada a partir de 254 mg (0,785 mmol) del enino trimetilsililado 4, 5,0
eguivalentes (550 mg, 3,978 mmol) de K,CO; anhidro en 10 mb de MeQH, se agitdé a
temperatura ambiente bajo atmosfera de N, controlando su evolucion por CCF
{usando como eluyente hexano-AcOEL en proporcidn 8:2). Después de 1 h, la mezcla
de reaccion se diluyd con 30 mil de agua v se extrajo con CH,Cl, (3x25 mlL), las fases
organicas se lavaron con salmuera vy se secaron sobre MgSQ, anhidro. Después de
evaporar el disolvenie se obtuvo el enino conjugado 5 como un aceite amariilo claro,
practicamente puro por 'H RMN, que no requirid purificacién posterior (190 mg, 97%).
IR vadom 2873, 2028, 1685, 1404, 1362, 1248, 1168, 11086, 1007, 934, 852; 'H RMN
{300 MHz, CDCly) (mezcla de 2 rotameros en proporcion 2:1; se describen los datos
del mayoritario) & 6,16 (1H, dd, J= 6,1, 6,1 Hz, H-3), 4,59 (1H, m, H-1}, 4,40-4,18 (1H,
m, H-6), 2,89 (1H, s, H-2), 2,25 (2H, m, H-4), 2,20-2,12 (3H, m, H-5, H-7, H-8), 1,92-
1,81(1H, m, H-7), 1,71-1,80 (2H, m, H-8, H-8), 1,46 (OH, s, CMes); °C RMN (75 MHz,
Ch4ChH & 185,6 (C=0), 138,3 (C-3), 130,1 (C-2), 85,0 (C-1'), 78,7 (CMey), 76,0 (C-27),
60,0 {C-1), 55,6 (C-6), 31,8 (C-8), 31,2 (C-7), 28,2 (C-5), 28,6 (CMes), 24,2 (C-4);
EMAR (ES) m/z calculada para CisH2oNO, [M+H]" 248,1645, encontrada 248,1645,

©
Boc H H CFaC0,
N //// " ON 12 &2 i
N\ TFA-CH,Cl, 1:1 by W
ta, 1h PN
5 89 % 6

Freparacion del triflucroacetato 2-etinil-8-azabiciciof4.2. 1 jnon-2-en-8-ic (B). Se preparo
una disolucion a partir de 0,5 mbL de acido triflucroacético recién destilade en 0,5 mL
de CH,Cl, seco, la cual se adicionaron bajo atmosfera inerte a 31,0 mg {0,125 mmol)
del enino 5. La mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 1 h v posteriormente
se eliminé el disolvents vy exceso de acido a presidn reducida para oblener un residuo
aceitoso marronaceo correspondients a 1a sal con ef acide triflucroacético del aza-
biciclo-enino conjugado 8 (23,5 mg, 88%) que sin etapa posterior de purificacidon se
llevé directamente a la siguiente etapa de reaccién. 'H RMN (300 MHz, CDCly) 8 6,43
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(1H, m, H-3), 4,38 (2H, m, H-1), 4,28 (1H, m, H-B), 3,0 (1H, s, H-2'}, 2,45-1,77 (8H, m,
H-5, H-8, H-7, H-4). "F RMN (282 MHz, CDCls) 8 -76,4.

O

CF5CO,
N\ 7 O 1
®N & H >( 2

§ Br(CH,)3CO,'Bu O

CsCO;, MeCN, 50 °C, 3 h
519

6 & 7

Freparacion de 4-(2-etinil-8-azabiciciof4.2.1]non-2-en-3-iljbutancalo de lerc-butifo (7).
Se prepard una disolucion a partir de 81,0 mg {0,419 mmol} de la sal del alquino 6, 3,0
equivalentes (1,26 mmol) de CsCOs; v 2,5 equivalentes (1,04 mmol) del
4-bromobutanoaio de ferc-butilo en 1,5 mb de acetonitrilo anhidro bajo atmosfera de
N,. La mezcla de reaccion resullante se agité a 50 °C duranie 3 h y al término de la
reaccidon, ésta se diluyé en agua vy solucidn saturada de NaHCO;, se extrajo con
CH,Cl, (3x20 mi) v las fases organicas reunidas se lavaron con salmuera v se
secaron sobre MgSO, anhidro. El residuo resultante después de la evaporacion del
disclvente se purificd por cromatografia en columna de gel de silice, empleando
CHCI-MeOH 9:1 como sluyents, para oblener el alquino M-alquilado 7 como un aceite
de color ligeramente amarilio (61,0 mg, 51%). IR vmadom™ 3294,9, 2973,0, 2927.7,
1725,8, 1421,5, 1365,8, 1254,9, 1149.4, 951,4, 845,4; 'H RMN (300 MHz, CDCls)
{mezcla de 2 rotameros en proporcion 6:1; se describen los datos del mayoritario) 8
6,25 (1H, ddd, J = 8,2, 8,2, 0,6 Hz, H-3), 3,80 (1H, m, H-17, 3,47 (1H, m, H-8"), 2,86
{(1H, 5, CEC-H), 2,60 (2H, m, H-4), 2,36 v 1,80 (2H, m, H-8 y H'-8"), 2,32-2,13 (2H, m,
H-4%, 2,26 (2H, m, H-2), 2,23-2,15 (2H, m, H-5"}, 2,06 y 1,64 (2H, m, H-7" y H-7}, 1,80
(2H, m, H-3), 1,44 (9H, s, CMe;); PC RMN (75 MHz, CD:Cl) 8 173,3 (C-1), 138,89 (C-
3}, 128,1 (G-27), 86,8 {C=CH), 80,1 (CMes), 75,4 (C=CH), 64,4 (C-1), 60,5 (C-6'), 46,4
(C-4), 33,9 (C-2), 31,5 (C-8'), 28,3 (C-7"), 28,2 (CMe;) 25,24 (C-5), 24,54 (C-4’), 23,84
(C-3), EMAR (ES) mvz calculada para CisHxaNQ, [M+H]T 280,2115 encontrada
280,2119.
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BUOLC(CH,)s BuO~3 o)
2ClCHh. __H 1.HgO, BF; E1,0, CLCCO,H ca, \(f)’/?\/“\N . 3 —CH,
Z MeOH, t.a., 1h; g N
e .
\
2. PTSA, acetona, 20 min, r.t. o &
7 77% 8

FPreparacion de 4-(2-acelil-3-azabiciclo{4.2.1jnon-2-en-8-il}butancalc de terc-butilo (8).
4.6 mb de una disolucion preparada a partir de 2 mg de acido tricloroacetico v 50 pl
de BF; ELO en 10 mb de MeOH anhidro se adicionaron, bajo atmédsfera inerte, sobre
una disolucion del alquine 7 (170,00 mg, 0,587 mmol) v 0,5 equivalentes de HgO (63,7
mg, 0,293 mmol) en 2,4 mL de MeOH anhidro. La mezcla de reaccidn resulianie se
agitd a temperatura ambiente, controlando la misma por CCF (CHCI,-MeOH, 8-1),
hasta su finalizacidon. Al cabo de aproximadamente 1 h, la mezcla de reaccidn se virtid
sobre 15 mb de agua fria v 5 mbL de disolucion saturada de NaHCQ;, se extrajo con
CH.CH, (3x18 mb) v las fases organicas se lavaron con salmuera v se secan sobre
MgS0. anhidro. Tras eliminacion del disolvente se obtuvo un aceite amarillo que
directamente se sometié a hidrdlisis acida empleando 1,5 equivalenies (167.2 mg, 0,88
mmol) de acido p-toluenosulfonico (PTSA-H0) en 3 mb de acelona; la reaccion se
agitd a temperatura ambiente durante 20 min. Finalmente, la mezcla de reaccion se
procesd por dilucion con 10 mb de H,O v 5 mbL de solucidén saturada de NaHCQO;, se
extrajo con CH,CL (3x10 mL) v las fases organicas reunidas se lavaron con salmuera
y se secaron sobre NapSQ, anhidro. La eliminacion del disolvenie a presidn reducida
proporciona un residuo aceiioso ligeramente marrdn que se purificd por cromatografia
por columna, empleando como eluyente CHCls con 0,5% de Et:N, para obtener la
anatoxina-a N-alguilada 8 como un aceite incoloro (139 mg, 77%). 'H RMN (300 MHz,
CBCly) 6 6,92 (1H, m, H-3", 4,52 (1H, aparente d, J = 10,6 Hz, H-1), 3,48 (1H, m, H-
8°), 2,48-2,35 (ZH, m, H-4), 2,43-2,35 (2H, m, H-4), 2,27 (3H, s, Me), 2,31 v 1,86 (2H,
m, H-8 y H-83, 2,10 v 1,63 (2H, m, H-7" y H-7"), 2,23-2,17 (2H, m, H-2), 1,85-1,72
(2H, m, H-5') 1,73-1,63 (2H, m, H-3), 1,41 (8H, s, CMe,); °C RMN (75 MHz, CDCl:) 8
198,2 (COMe), 173,2 (COy), 148,6 (C-2'), 143,2 (C-3), 80,0 (CMes), 60,6 (C-8"), 56,7
{C-1'}, 48,1 (C-4), 33,7 {C-2), 31,3 (C-8'}, 28,6 (C-7"), 28,2 (CMe;), 25,6 (MeCO), 25,5
(C-57), 25,0 (C-4), 24,2 (C-3);, EMAR (ES) m/z calculada para CigHyNOs [M+H]"
308,2220 encontrada 308,2234.
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’ cr—"gcoze
BUOLC(CH,)a. e} HOU 3 o Q
N cHy NS e,
CF3CO,H-CH,Cly (1:1) 0 5T\
A\ 7 3
ta., 1h &
99 % & 4
8 9

Preparacion del 2,22-triflucrcacetato  de  4-{2-acetil-9-(3-carboxipropil}-azabiciclo
[4.2.1]non-2-en-8-io (Hapteno ANA-1, 8). 30,5 mg (99.0 ymol) del éster ferc-butilico 8
se frataron con 1 mbL de una mezcla 1:1 de CF,COH-CH,Cl,. La disolucion resulfante
se¢ agité a temperaiura ambiente duranie 1 h. Al finalizar la reaccion, se evapord &l
disolvente a presion reducida hasta sequedad, obieniendo el hapteno ANA-1 (8) en
forma de sal del acido trifluoroacético como un aceite incoloro (36 mg, 98%). IR
VmadOM 2015,9, 2848,3, 1669,1, 1418,4, 1198,0, 1132,8, 754; 'H RMN (300 MHz,
CB:0D} 3 7,50 (1H, m, H-3'), 5,18 {(1H, aparente {, J = 11,5 Hz, H-17), 4,22 (1H, m, H-
6'), 3,16 (2H, m, H-4), 2,65-2,55 (Z2H, m, H-4"), 2,47 (2H, m, H-2}, 2,35 (3H, s, Me},
223y 2,03 (2H, m, H-8 y H-8), 2,18 vy 1,85 (2H, m, H-7" y H-7"), 2,03 (2H, m, H-3),
1,88-1,79 (2H, m, H-5) C RMN (75 MHz, CDCls) & 196,0 (COMe), 176,0 (COy),
161.4 (F,CC0O, 149,0 (C-27), 148,0 (C-37), 84,3 (C-8"), 57,0 (C-17), 48,0 (C-4), 32,8
(C-2), 32,9 (C-8), 29,3 (C-77), 28,8 (C-8'), 25,4 (Me), 23,5 (C-4), 20,7 (C-3); °F RMN
{282 MHz, CD;0OD) & -77,73; EMAR (ES) m/z calculada para CisHaNQOs [M+HY
252,1584, encontrada 252,1596.

! CF,coP ’ cl®
HOZC(CH2)3\N,® 0 HO. S Ne 0
CHz  Resina Amberlita IRA-400 CI S Y CHg
N\ H,0, ta., 12 h , A\
- .
88 % g 4
9 hapteno ANA-1 - HCI (10)

Praparacion del hidrocioruro del acido 4-{2-acetil-9-azabiciclof4.2.1]non-2-en-8-
ibbutanoico (Hidrocloruro def hapteno ANA—1, 10). 80 mg de resina amberlile 1RA-400,
previamente acondicionada, se adiciond a una disolucidn preparada a parlir de 36 mg
{0,098 mmol) de la sal del acido trifluoroaceético del hapteno ANA-1 (9) en 1 mlL de
H.O Milli-Q v la suspensiGn se dejd con agitacion suave durante una noche. La mezcla
de reaccion se fillrd para separar la resina v el filtrado acuoso se liofilizé para obtener
un solido espumoso muy higroscopice correspondienie al hidrocloruro del hapteno
ANA-1 (10) (24,9 mg, 88%). "H RMN (300 MHz, CDCls) 8 7,33 (1H, aparente t, /= 5,9
Hz, H-3%), 5,13 (1H, aparente d, J= 7,9 Hz, H-1"}, 4,14 (1H, m, H-6"), 3,01 (2H, m, H-4),
2,59 (2H, m, H-4"), 2,42 (2H, m, H-2), 2,42 v 1,86 (2H, m, H-8 y H’-8"), 2,35 (3H, s,
Me), 2,32 y 1,96 (2H, m, H-7' y H-7), 1,86 (3H, m, H-3), 1,81-1,72 (2H, m, H-5"); °C
RMN (75 MHz, CDCly) & 196,0 (COMe), 176,0 (CO,), 148,0 (C-2), 148,0 (C-37), 64,3
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(C-6"), 57,0 (C-17, 48,0 (C-4), 33,0 (C-2), 32,8 (C-8"), 29,3 (C-7, 26,8 (C-5), 25,4
{(Me), 23,5 (C-4"), 20,7 (C-3); EMAR (ES) m/z calculada para CuHpNO; [M+HT
252,1584, encontrada 252,1597.

o o 0PN S0
HO s O o)
N®
b CHs  EDC-HCI, NHS N CHs
© \ - 0 \

CH,Cl; , t.a., 14h

hapteno ANA-7 - HCI (10) NHS-ANA-1 (11)
FPreparacion del éster de N-hidroxisuccinimidilo del hapieno ANA-1 (11). Se preparc
una disolucion a partir de 13,2 mg (0,046 mmol) del hidrocloruro del hapleno ANA-1
(103, 1,5 eguivalentes (7,9 mg, 0,089 mmol) de M-hidroxisuccinimida y 1,5 equivaientes
(13,2 mg, 0,069 mmol) de EDC-HC en 800 yb de CH,Cl, seco hajo atmosfera de Na.
La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 17 h. Tras este tiempo
se confirmd por COF, empleando cloroformo-acetona 9:1 como eluyente, la finalizacion
de la reaccidon, tras lo cual la mezcla de reaccidn se concenird a sequedad bajo vacio
y el residuc obtenidec se disuelvid en DMF para oblener una disolucion
aproximadamentes 50 mM del ésler active NHS-ANA-1 (11), que direcltamente se

utilizo para la preparacion de los bioconjugados correspondienies.

NH, H o
BSAT Y ™ ON
0 A CHg
n

Tampon carbonato 50 mM
pH 96 2h. t.a bioconjugado BSA-ANA-1

NHS-ANA-1 (11)

1.2. Preparacion de un bicconjugado del hapteno ANA—1 con BSA (BSA-ANA-1). 200
ul de la disolucion del éster activo NHS-ANA-1 {(11) en DMF obtenida en la reaccion
anterior {aproximadamente 50 mM) se afadieron lentamente y con agitacion consianie
sobre 1,8 mL de una disolucion de BSA (15 mg/mbL) en tampdn carbonato 50 mM, pH
9,6. La reaccidn de conjugacion se incubsd durante 2 h con agitacion suave a
temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, los conjugados se purificaron por
exclusion molecular en 3 columnas cromatograficas HiTrap Desalting Columns de 5
mbL cada una, acopladas en serie, ulilizando como tampdn de slucion fosfato sodico
100 mM, pH 7.4, Finalmente, tras el procesc de purificacion, las fracciones recogidas
que contenian ef bioconjugado de BSA se Hlevaron a una concentracion final de 1

mg/ml con tampon de elucién v se almacenaron a —20 °C.
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Para determinar la carga hapiénica {n) obtenida en el conjugado, una alicucta de 100
ul del bioconjugado BSA-ANA-1 purificado se dializé {didlisis contra 5 L de agua
desionizada con al menos 2 a 3 cambios de agua por 24 h a 4 °C); finalmente, &l
producto dializado se liofilizd v el nimero de moléculas de hapteno conjugadas por
molécula de BSA se determing mediante MALDLITOF-MS (n = §, ver Tabla 1, entrada
2).

TABLA 1, Valores de la carga hapiénica de los conjugados proteicos
determinados por MALDL-TOF-MS

R, nyz A{m/2) Am/haptenc n
1 BSA - 66431,0 - - -
2  BSA-ANA-1 24 688318,2 18852 233,3 8,0
3 BSA-ANA-2 24 69810,5 33795 2333 14,5
4  BSA-ANA-3 24 65952.8 35225 220,1 16,0

5 OVA - 42749,0 - - -
6 OVA-ANA-1 8 43504,0 755,0 233,3 3.2
7 OVA-ANA-Z2 8 44715,0 1966,0 233,3 8.4
8

OVA-ANA-3 8 44500,0 1751.0 2201 7,9

9 HRP 439735
10 HRP-ANA-1 10 n.d n.d. nd. n.d.
11 HRP-ANA-2 10 44937 .4 963,5 233,3 4.1
12 HRP-ANA-3 10 44529.0 555,5 220,1 2.5

RM,: relacion molar inicial hapieno/proteina utilizada para la conjugacién

n: relacion molar hapteno/proteina obtenida para cada conjugado

M m/zy. (m/z conjugado) — (m/z proteina de referencia)

Am/hapteno: incremento de masa por cada molécula de hapteno conjugada

n.4.: no determinado
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o) Q TreNH, H 0
N CHs ‘ ovat Y N
© N = O N CHg
DMF .

Tampdn carbonato 50 mM

NHS-ANA-1 (11) oH 9.6, 2h, ta bioconjugado OVA-ANA-7

1.3. Preparacion de un bioconjugado del hapteno ANA-1 con OVA (OVA-ANA-1). A
partir de una disolucion 50 mM en DMF del hapleno activado NHS-ANA-1 (11), se
tomaron 100 ul vy se afadieron lentamente y con agitacién constante a un volumen de
1,9 mbl de una disolucion de OVA {15 mg/mL) en tampodn carbonato 56 mM, pH 9,6.
Después de 2 h de reaccidn en agitacion suave v a lemperatura ambients, se procedid
a la purificaciéon del bioconjugado como se ha descritc anteriormente para el
conjugado de BSA. Las fracciongs recogidas se llevaron a una concentracion final de 1
mg/ml en tampon de elucion con timerosal al 0,01% (viv} y, se almacenaron a —-20 °C.
Una alicuota del conjugado OVA-ANA-1 recién oblenido se dializé y liofilizd para
calcular la eficiencia de la conjugacién en {érminos del nimero de moléculas de
hapteno (11) acoplados a la proteina mediante MALDLETOFR-MS (n = 3.2, ver Tabla 1,

entrada 6).

O

H
N
0

{ CHs

n
Tampén carbonato 50 mM

pH 9,6, 2h, t.a

NHS-ANA-1 (11)

bioconjugado HRP-ANA-1

1.4. Preparacién de un bioconjugado del hapteno ANA~T con HRP (HRP-ANA-1). A
partir de una disolucién 5 mM del hapteno activado NHS-ANA-1T (11) en DMF, se
tomaron 100 pl v se afadieron lentamente vy con agitacion constante y suave sobre
0.9 mb de una disolucion de HRPF a una concentracién de 2,5 mg/mL en tampdn
carbonato 50 mM, pH 7.4, La reaccion de conjugacion se incubd durante 2 h a
temperatura ambienie. Posteriormente, el bioconjugado se purificd siguiendo el
procedimiento descrito previamente para los bioconjugados de BSA v OVA v se llevd
a concentraciones conocidas de entre 250-650 ug/mb en tampdn PBS con BSA al 1%

{p/v) vy timerosal al §,02% (p/v) vy se almacenaron a 4 °C.
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Ejemplo 2: Preparacion de bicconjugados de formula (1) para T = RHll, L =
CHCH,CHL,CH,, £ = —~(C=0)NH- y P = BSA, OVA y HRP.

2.1, Preparacion del éster de N-hidroxisuccinimidilo del hapteno ANA-2 (NHS-ANA-
2).

N
Boc\N \\\\\/\/COZCHa

0OS0,CF3
b PdCI>(PPh3), Cul, Et3N
DMF, t.a., 30 min

3 85%

Preparacion de 2-(6-metoxi-G-oxohex-1-in-1-il}-9-gzabiciclof4.2. 1jnon-2-en-9-
carboxilato de metilo (12). A una mezcla preparada a partir de 108 myg (0,281 mmaol)
del enol triflato 3, 20,4 mg (10% mol, 0,029 mmol) de PACIL(PPhs), v 2,7 mg (8% mol,
0,014 mmol) de Cul bajo atmasfera de N, se adicionaron 1,5 mb de DMF anhidra y 4,0
equivalentes (163 yl, 1,167 mmol) del 5-hexinoaio de metilo comercial. La disolucion
resultante se desgasificd por ciclos de vacio bajo una corrienie de nitrégeno vy se
adicionaron 3,0 eguivalentes {122 pl, 0,875 mmol) de EtN. Después de 1 h de
agitacién a lemperatura ambiente, se compruebs por CCF que el trifialo de partida se
habia consumido completamente. La mezcla de reaccion se diluyd con 10 mlb de agua
y se exirajo con ELQO (3x15 ml); las fases organicas se lavaron sucesivamente con
disclucion de LIC! al 1,5% vy salmuera vy se sscaron sobre MgSQG, anhidro. El residuo
obtenido después de la evaporacion del disolvente se purificd por cromatografia en
columna de gel de silice, empleando hexano-AcOEL 8:1 como eluyente, para obtener
en primer lugar el producto de homoacoplamiento del alquino {10,9 mg, 11%), seguido
del producto de acoplamiento cruzado del enino conjugado, 12, como un aceits
incoloro (86,4mg, 85%). IR v./om™ 2053, 2400, 2350, 1733, 1690, 1402,5, 1365,1,
1164,7; "H RMN (300 MHz, CDCly) (mezcla de 2 rotdmeros en proporcion 2:1; se
describen los datos del mayoritario) & 5,94 (1H, dd, J= 11,86, 5,5 Hz, H-3), 4,51 (1H, m,
H-1), 4,389-4,13 (1H, m, H-8}, 3,66 (3H, s, COMe), 2,43 (2H, 1, J= 7.4 Hz, H-§7), 2,31
{(2H, 1, J= 86,9 Hz, H-3'), 2,25-2,18 (2H, m, H-4), 2,16-2,04 (3H, m, H-8, H-7), 1.83 (2H,
dt, J = 8,8 Hz, H-4), 1,83-1,68 (3H, m, H-5, H-7), 1,44 (9H, s, CMe; Boc);, “C RMN (75
MHz, CDCl3) & 173,1 (CO,CHy), 153,6 (C=0 Boc), 135,2 (C-3), 130,8 (C-2), 87,4 (C-
2}, 82,6 (C-1), 78,4 (CMe; Bocg), 60,5 (C-1), 55,1 (C-8), 51,7 (COCH;), 32,9 (C-57),
31,3 {C-7}, 30,2 {C-8), 28,4 (C-5), 28,6 (CMe; Bog), 24,1 {C-47), 23,6 (C-4), 18,8 (C-3'),
EMAR (ES) m/z calculada para CyoHsoNO, [M+H]" 348,2189, encontrada 348,2168.
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CO,CH;

N 7 HgO, BF;EL,0
cat CI;CCO,H

MeOH, ta. 1h
12 64%

Praparacion de 2-(B-mefoxi-G-oxohexanoil})--azabiciciof4.2.1jnon-2-en-g-carboxilato
de metilo (13). A una disolucidn preparada a partir de 80 mg del alguino 12 (0,230
mmol} y 0,5 equivalentes de HgO (25 mg, 0,115 mmol) en 900 yl. de MeOH anhidro se
adicionaron gota a gota, bajo almdsfera de Ny, 1,8 mb de una disolucion preparada a
partir de 2 mg de acido triclorcacético v 50 yb de BF;ELC en 10 mb de MeORH
anhidro. La mezcla de reaccidn resultante se agitd a lemperalura ambiente hasta
desaparicion del alguino, monitorizando la reaccion por CCF empleando hexano-
AcOEL 7.3 como eluyente. Aproximadamente después de 1 h, la mezcla de reaccion
se vierlié sobre agua fria, se basificé con una disolucion saturada de NaHCO;, se
exirajo con CH,ClL (3x15 mL) v las fases organicas reunidas se lavaron con salmuera
y s& secaron sobre Na,S0, anhidro. La evaporacién del disolvente a vacio proporciond
un aceite amarillo que se purificd por cromatografia de columna, empleando como
eluyenie hexanc-AcOEt 8:2, obleniéndose la enona conjugada 13 como un aceile
ligeramente amarillo (65 mg, 64%). "H RMN (300 MHz, CDCls) (mezcla de 2 rotameros
en proporcidon 2:1; se describen los datos del mayoritario) 8 6,79 (1H, m, H-3), 5,13
(1H, m, H-1), 4,42-4,28 {1H, m, H-8), 3,85 (3H, s, CO,Me), 2,65 (2H, m, H-2'}, 2,42
(2H, m, H-587, 2,33 (3H, m, H-4’, H-4), 2,17-2,07 (2H, m, H-8, H'-4}, 1,65 (7H, m, H-3’,
H-5, H-7, H-8), 1,39 (8H, s, CMe; Boc);, °C RMN (75 MHz, CDCly) § 189,7 (C-1),
C=0), 173,0 (COMe), 1583,2 (C=0 Bog), 150,0 (C-2), 141,1 {C-3), 79,4 (CMe; Boc),
58,7 (C-6), 53,3 (C-1), 51,7 (CO,CH3), 38,9 (C-5°), 35,5 (C-27), 31,7 {C-8), 30,5 (C-7),
28,9 (C-5), 28,2 (CMs; Boc), 24,8 (C-3), 24,4 (C-4"), 24,3 (C-4); EMAR (ES) m/z
caloulada para CuoHaNOs [M+H]" 366,2275, encontrada 366,2274.

Boc. 0
N COLH; LiOH
N THF-H,0,30 min
13 98%

Praparacion del acido 6-{9-(terc-buloxicarbonil)-8-azabiciciof4.2. 1jnon-2-en-2-i{}-6-0x0
hexancico (14). Se prepars una disclucion de 97 mg (0,27 mmol) del éster mstilico 13
en 2 mb de THF, se enfrié en un bafio de higlo v se afadid gola a gota con agitacion
una disolucian fria de 2 mb de una disolucitn acuosa 2,7 M (5,4 mmol, 10 equivalentes
finales) de LIOH. Después de agitar a temperatura ambiente durante 30 min, la mezcia

de reaccion se viertid sobre agua-hielo v se acidificd hasta pH 2-3 con una disolucidn
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acucsa 1 M de KHEO, fria. La mezcla se exirajo con AcOEL (3x15 mlb) vy las fases
organicas combinadas se lavaron con salmuera vy se secaron sobre Na,SO, anhidro.
La eliminacion del disolvente a vacio proporciond el acido carboxilico 14 como un
aceite incoloro {83 mg, 98%), que por RMN mostrd estar practicamente purc y por lo
tanto se utilizé en la siguiente etapa sin purificacién adicional. IR Vmadom™ 2973,
2931,6, 2356,8, 1662,4, 1409, 1365,1, 1246,5, 1216, 1168,9, 1115,8, 931,7, 750; 'H
RMN (300 MHz, CDCl;) {una mezcla de 2 rotdmeros en proporcion 2:1; se describen
los datos del mayoritaric), 8 8,79 (1H, m, H-3'}, 5,13 (1H, aparente d, J = §,8 Hz, H-17},
4,444 25 (1H, m, H-6"), 2,65 (ZH, m, H-5), 2,42 (5H, m, H-2, H-4’, H-8"), 2,10 (4H, m,
H-3, H-8, H-7), 1,65 (6H, m, H-4, H-8, H-7"), 1,39 (9H, s, CMe; Boc), °C RMN (75
MHz, CDCly) § 199,6 (C=0, C-8), 178,8 (CO:H), 157,6 (C=0 Boc), 149,89 (C-2%), 141,2
(C-3), 79,6 (CMes Bogy, 55,1 {C-8'), 53,3 (C-1'), 36,7 (C-5), 33,8 (C-2), 31,5 (C-8),
31,1 {C-7"), 30,5 (C-4), 28,9 (C-5'), 28,5 {CMs; Boc), 24,5 {C-47), 24,3 (C-3); EMAR
(ES) myz calculada para CieHaoNGs [M+HT 352,2118, encontrada 352,2131.

COH  EpC-HCI, NHS

CH20|2 , La., 14h
75%

14

FPreparacion de  2-(6-((2,5-dioxopirrolidin-1-il)oxi}-8-oxohexanoil)-3-azabiciciof4.2.1]
non-2-en-g-carboxilato de terc-butilo (15}, Se prepard una disolucion a partir de 80 mg
{0,228 mmol) del &cido 14, 1,5 equivalentes (38,3 mg, 0,341 mmol) de M
hidroxisuccinimida v 1,5 equivalentes (65,4 mg, 0,341 mmol) de EDC-HCl en 3 mL de
CHLCI; seco bajo atmasfera de N.. La mezcla de reaccion se agild a temperatura
ambiente durante 17 h. Tras este tiempo se confirmd por CCF, empleando cloroformo-
acetona 8:1 como eluyente, la finalizacion de {3 reaccidon. La mezcla de reaccion se
diluyd con CH,Cl,, se adicionaron 5 mbl de una solucion salurada de NH.Cl y se
extrajo con el mismo disolvente (3x10 ml). Las fases orgénicas combinadas se
lavaron con salmuera v se secaron con Na,S0s anhidro. Tras evaporar el disolvente
se obluvo un aceite incoloro que se purificG por cromalografia en columna, utilizando
como eluyente CHCla, para oblener el éster de A-hidroxisuccimidilo 15 (77 mg,
75%)."H RMN (300 MHz, CDCl3) (una mezcla de 2 rotameros en proporcion 2:1; se
describen los datos del mayoritario), 0 6,79 (1H, m, H-3), 5,13 (1H, m, H-1), 4,44-4,25
{(1H, m, H-8), 2,83 {4H, s ancho, COCH,CH,CO), 2,65 (ZH, m, H-2"), 2,42 (5H, m, H-5’,
H-4, H-8), 2,10 (4H, m, H-3, H-8, H-7), 1,65 (6H, m, H-4", H-5, H'-7), 1,38 (SH, s,
CMe; Boc), C RMN (75 MHz, CDCls) 8 199,6 (C=0, C-1), 168,98 (COCH,CH,CO),
165,85 (C=0, C-8), 157,6 (C=0 Boc), 149,89 (C-2), 141,2 (C-3), 79,6 (ChMe; Boc), 55,1
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{C-8), 53,3 {C-1)}, 36,7 (C-2), 33,6 (C-5"), 31,5 (C-8), 31,1 (C-7), 30,5 (C-4", 28,8 (C-5),
28,5 {CMes Boc), 25,6 (COCH,CHCO), 24,5 (C-4), 24,3 (C-3'), EMAR (ES) m~z
calculada para CusHaaN2O7 [M+H] 448,2282, encontrada 449,2281.

CF,coP Q
H, / N
TFA-CH,Cl, 1:1
ta,1h g%
96%
15 NHS-ANA-2 - CF3CO,H (16)
5  Preparacion de 2, 5-dioxopirrolidin-1-il-6-(9-azabiciclof4.2. 1 jnon-2-en-2-il}-6-

oxohexanoato como sal del acido trifiuoroacético {16}. Una disclucion de 25 mg (0,055
mmol) del ester de A-hidroxisuccinimidilo 18 en 1 ml de una mezcla 1:1 de CF;C0OH-
CH.Cl, se agité a temperaiura ambienie bajo almdsfera de N, durante 1 h. Ei
disolvente v exceso de CFCQO,H se evaporaron a presidn reducida para proporcionar
10 la sal con el acido trifluoroacético del éster activo NHS-ANA-Z (18) como un aceite
incoloro (24,4 mg, 96%). 'H RMN (300 MHz, THF-dg) 7,26 (1H, dd, J = 8,0, 3,7 Hz, H-
3, 5,13 (1H, aparente d, J = 9,2 Hz, BH-1, 4,30 (1H, m, H-8"), 2,75 (4H, s ancho,
COCH,CH,CO), 2,75-2,70 (2H, m, H-5), 2,64-2,58 (4H, m, H-2, H-4"), 2,51-2,40 (2H,
m, H-8), 2,36-2,27 (1H, m, H-7), 2,10 (1H, m, H-5"), 1,88 (1H, m, H-7'), 1,85-1,82
15 (3H, m, H-4, H-5"), 1,70 (2H, m, H-3}, "F RMN (282 MHz, THF-ds) 8 —-78,88.

ZT

BSA
) O

Tampodn carbonato 50 mM n

NHS-ANA-2 - CF3CO,H (16) pH 9,6, 2h, t.a bioconjugado BSA-ANA-2

2.2. Preparacion de un bicconjugado del hapteno ANA-2 con BSA (BSA-ANA-2).

Preparado comoe se ha descrito anteriormente para e bicconjugado BSA-ANA-1 &
20 partir 200 yl. de una disolucion 50 mM en DMF del hapteno activado NHS-ANA-2 (16)

vy 1,8 mL de una disolucidn de BSA (15 mg/mL) en tampdn carbonato 50 mM, pH 8,6.

Tras la correspondiente purificacidn cromatografica, las fracciones recogidas se

flevaron a una concentracion final de 1 mg/ml en tampdn de elucion y se almacenaron

a —20 °C. El numero de moléculas de (16} conjugadas por cada molécula de BSA,
25  determinado por MALDI-TOF-MS, fue de n = 14,5 (ver Tabla 1, entrada 3).
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)
1 H O H
NH; N
2\ OVA
DMF O
Tampén carbonato 50 mM N
NHS-ANA-2 - CF;CO,H (16) pH 9,6, 2h, t.a bioconjugado OVA-ANA-2

2.3. Preparacitn de un bicconjugado del hapteno ANA-2 con OVA (OVA-ANA-2).
Preparado como se ha descrito anteriormente para el bioconjugado OVA-ANA-1 &
partir de 100 pl de una disolucién 50 mM en DMF del hapteno aclivado NHS-ANA-2
{16} v 1,8 mbL de una disolucién de OVA (15 mg/mL) en tampdn carbonato 50 mM, pH
9.86. Tras la correspondiente purificacion cromatografica, las fracciones recogidas se
flevaron a una concentracion final de 1 mg/mlL en tampdn de elucion con timerosal al
0.01% (viv) vy se almacenaron a 20 °C. El nimero de moléculas de (16) conjugadas
por cada molécula de OVA, determinado por MALDL-TOF-MS, fue de n = 8,4 {ver
Tabla 1, entrada 7.

CFcoY Q

H O
H

N N

\ HRP
DMF 0]
Tampédn carbonato 50 mM n
NHS-ANA-2 - CF3CO5H (16) pH 94, 2h, ta bioconjugado HRP-ANA-2

2.4, Preparacién de un bioconjugado del hapteno ANA-2 con HRFP (HRP-ANA-2).
Preparado a partir de 100 pyL de una disolucion 5 mM del hapteno activado NHS—
ANA-2 (16) en DMF v 0,8 mb de una disolucidn de HRP (2,5 mg/mb} en tampdn
carbonato 50 mM, pH 7.4, Tras la purificacion cromatografica, las fracciones obtenidas
conteniendo el bicconjugado se llevaron a concentraciones conocidas de entre 250
650 pg/ml en tampdn PBS con BSA al 1% (p/v) y timerosal al 0,02% (p/v) vy se
almacenaron a 4 °C. El nimero de moléculas de (16) conjugadas por cada molécula
de HRP, determinado por MALDI-TOF-MS, fue de n = 4,1 (ver Tabla 1, entrada 11).
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Ejemplo 3: Preparacion de bicconjugados de formula (D para T = R-ll, L = =N-0O-
CHao, Z = —(C=0)NH- vy P = BSA, OVA v HRP.

3.1. Preparacion del éster de N-hidroxisuccinimidiio del hapteno ANA-3 (NHS-ANA-
3).

7

Boc., Boc, O

N H N, »
Z4 HgO, BFgEtzo 8 - CH3

\ > L Vs

Cl;CCO,H cat T e,
MeOH, t.a., 1h
5 17
90%

Freparacion de 2-acetil-S-azabiciclof4.2. 1lnon-2-en-9-carboxilato de lerc-bulilo (17).
Una disolucion preparada a partir de 1 mg de acido tricloroacético, 22 yL de BF;-ELC
en 1,9 mb de melanol se adiciond gota a gota sobre una mezcla preparada a partir de
140 mg (0,569 mmol) del alguino 5 {0,283 mmol) v 0,5 eguivalentes de HgO {62 mg,
(0,284 mmol) en 3,6 mL de MeOH anhidro bajo aimdsfera inerte. La mezcla de
reaccion resultante se agitd durante 1 h a temperatura ambiente. Al cabo de este
tiempo se adicionaron a la mezcla de reaccion 300 uL de agua destilada vy se continud
ia agitacidon 15 min adicionales. Finalizado el tiempo indicado, la mezcla de reaccion se
virtio sobre 10 mb de agua fria y 5 mL de disolucidn acuosa saturada de NaHCQ;, se
extrajo con CHLCh (3x15 mbL) v las fases organicas reunidas se lavaron con salmuera,
s secaron sobre Na 804 v se concentraron a presion reducida proporcionando un
aceite amarillo. La purificacion por cromatografia por columna, utilizando como
gluvenie hexano-AcQOEt 911, proporciontd N-Bo¢ analoxina-a (17) como un ageite
incoloro (134 mg, 90%). IR vofomy' 2978,5, 2925,8, 2853,6, 1690,8, 1662,9, 1404,7,
1390, 1363,2, 1337,5, 1231, 1168, 1108,1, 991,3; "H NMR (300 MHz, CDCl) (mezcla
de 2 rotéameros en proporcion 3:1; se describen los datos del mayoritario) 6 6,81 (1H,
m, H-3}, 5,12 (1H, m, H-1), 4,44-4 23 (1H, m, H-6), 2,52-2,43 (2H, m, H-4}, 2,29 (3H,
s, Me), 2,22-2,0 (3H, m, H-8, H-7), 1,68-180 (3H, m, H-5, H-7), 1,37 (8H, s, CMey); °C
RMN (75 MHz, CDCly) 8 197,9 (COMe), 150,5 (C=0 Bog), 142,2 (C-2), 141,4 (C-3),
79,5 (CMes Bog), 55,8 (C-6), 53,2 (C-1), 31,6 (C-8), 30,5 (C-7), 29,1 (C-5), 28,9y 28,6
(CMe; Boc), 25,5 (Me), 24,3 (C-4); EMAR (ES) nmv/z calculada para CisHuNOs [M+H]"
266.1751, encontrada 266,1747.
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Boc, HsC
> CQO,H
N o) NHZ/O\/ 2 HCl
A\ .
piridina, EtOH, t.a., 2h
98 %
17

Preparacion del acido 2-({{(E}-1-(-9-{terc-butoxicarbonil)-9-azabiciclo[4.2. 1] non-2-en-2
ietiliden)aminojoxilacético (18). 46 ul de piridina se adicionaron a una disolucidn de
50 mg (0,178 mmol} de M-Boc anatoxinag-a (17} y 3,0 equivalentes {0,534 mmol) del
clorhidralo del acido amino-oxiacéiico en 3,2 mbL de etandl seco bajo almdsfera de
argon. La mezcla se agitd a temperatura ambiente duranie 2 h, al término de las
cuales se confirmd por CCF {usando como eluyente CHCL-CHCOH-MeCH en
proporcion 92:4:4) el consumo de todo el material de partida. La mezcla de reaccidn se
vertid sobre una mezola de 15 mb de agua-hieio y 10 mL de HCI 1 M, se exirajo con
CHCIs (4x10 mb)} v las fases organicas se lavaron con salmuera y se secaron sobre
Na,S0, anhidro. La evaporacion del disolvente a presion reducida proporciond un
aceite ligeramente amarilio correspondiente a la oxima 18 (59 mg, 98%) que por 'H
RMN mostrd ser practicamente pura y no precist de purificacidn adicional. IR Vyadom’
2972.6, 2929,2, 2539,5, 1739,8, 1674,0, 15693,5, 1476,5, 1408,4, 1364, 1336,8, 12572,
1168,8, 1,109,8, 1066,4; 'H RMN (300 MHz, CDCl) {mezcla de 2 rotdmeros en
proporcion 2:1; se describen los datos del mayoritario) & 6,07 (1H, m, H-3°), 5,15 {1H,
m, H-1), 4,66 (2H, m, H-2), 4,36 (1H, m, H-8"), 2,38-2,25 (2H, m, H-4"), 2,22-2,12 (3H,
m, H-7°, H-8"), 2,01 (3H, s, Me-C=N), 1,78-1,51 (3H, m, H-5", H-7"}, 1,38 (8H, s, CMe;
Boc) C RMN (75 MHz, CDCls) 8 172,9 (C-1), 157,7 (C=NO), 153,7 {CO, Boc), 144,89
(C-2, 132,1 (C-3), 79,1 (CMe; Bocg), 68,6 (C-2), 55,5 (C-8'), 55,2 (C-1'), 34,3 (C-8),
31,5 (C-7), 28,8 {CMs; Bog), 24,2 (C-4), 11,3 (Me-C=N); EMAR (ES) m/z calculada
para CyHarN2Os [M+HT 338,1914, encontrada 338,1912.

Boc Hs
. COH
N O NHS, EDC- HC
\ CH20|2’ t.a.,14h
18 53 %

Preparacion de 2-((E)-1-({2-{{-1-il}oxi}-2-oxoetoxi)imino)etil-8-azabiciclo [4.2.1]non-2-
en-8-carboxilato de terc-butilo (18). Una disclucion de 86,8 mg (0,256 mmol) del acido
18, 1.5 equivalentes (44,2 mg, 0,384 mmol} de A-hidroxisuccinimida y 1,5 equivalentes
{73,686 mg, 0,384 mmol} de EDC-HCl en 6,0 mL de CH,Cl; seco se agild a temperatura
ambiente bajo atmodsfera de N, v el avance de la reaccion se controld por CCF, usando

cloroformo-acetona 9:1 como eluyente. Tras 17 h de reaccidn se confirmd la
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desaparicion del material de partida, 1a mezcla de reaccion se diluyd con CHLCL, luego
se adicionaron 2 mb de una disolucion saturada de NH,Cl y se extrajo con el mismo
disolvente (3x10 mb). Las fases organicas reunidas se lavaron con salmuera y se
secaron sobre Na,S0,; anhidro. Tras evaporar el disolvente a vacio se obluvo un
aceite incolore que se purificd por cromatografia en columna, utilizando como eluyents
CHCl;, obteniéndose el éster de N-hidroxisuccinimidiio 19 (59 mg, 53%). IR vaedom”
2973, 2928,6, 1826,7, 1787,8, 1737.8, 16826, 1407 .4, 1363,4, 1198.,8, 1169,3, 1108,8,
1071.4, 881, 750,7; 'H RMN (300 MHz, CDCl) (una mezcla de 2 rotdmeros en
proporcion 2:1; se describen los datos del mayoritario) & 6,05 (1H, ddd, J = 6.1, 6.1,
0,5 Hz, H-3), 5,15 (1H, m, H-1), 4,97 (2H, m, H-2"), 4,31 (1H, m, H-6), 2,84 (4H, s
ancho, COCH,CH,CO), 2,37-2,20 (3H, m, H,-4 y H-8), 2,20-2,03 (2H, m, H-5 y H-7},
2,00 (3H, 5, Me), 1,80-1,55 (3H, m, H-8, H-7 y H-5), 1,37 (8H, s, MesC-Boc); PC RMN
{75 MHz, CDCl;) & 168,8 (COCH,CH,CO), 188,56 (C-17), 167,7 (C=NQ), 153,7 {(CO,-
Boc), 144.9 (C-2), 132,1 (C-3}, 78,1 (MesC-Bog), 68,8 (C-2°), 55,5 (C-8), 55,2 {C-1),
31,9 (C-5B), 31,5 (C-8), 28,8 (C-7), 28,86 (MesC-Boc), 25,7 (COCH,CH,CO), 24,2 (C-4),
11,3 (Me); EMAR (ES) m/z calculada para CaHaoNsOr [M+H] 436,2078 encontrada
436,2083.

©

o CF,CO; o

0 0

Boc,, HaG p rﬂ HsG T\Q

N ,O\)\o TFA-CH,Cl, 1:1 H-N® ,o\)1¥ o
N o) -, | N T o)

\ ta, 1h , s
96 % 5 4

19 NHS-ANA-3 -CF,CO,H (20)

Preparacion de 2 5-dioxopirrolidin-1-if  2-({{({£}-1-(-8-azabiciclo{4.2.1]non-2-en-2-
iethilidensjaminojoxilacetalo como sal del acido trifluoroacstico (NHS-ANA-3, 20).
Una disolucion de 28,0 mg (0,064 mmol) del éster de A-hidroxisuccinimidilo 19 en 1
mb de una mezcla 1:1 de CF;COMH-CHCL se agitd durante 1 h a lemperatura
ambiente bajo atmosfera de Np. El cursc de la reaccién se monitorizd por CFF,
empleando cloroformo-acetona 8:2 como eluyente, para comprobar la ausencia del
material de partida. Finalizada la reaccidn, ¢l disolvenie y el exceso de CF;COH se
gvaporaron a presian reducida, para proporcionar un aceite incoloro correspondiente al
éster active NHS-ANA-3 como sal del acido trifluoroacetico (28) (27,7 mg, 96%). IR
Vmax/OMT' 2048,1, 2350,8, 1783,8, 1737.4f, 1705,2, 1668,8, 1429,5, 1191,0, 1132,7,
1074,1, 720,1; 'H RMN (300 MHz, CDCL) 8 6,45 (1H, ddd, J = 8,0, 8,0, 0,5 Hz, H-3),
5,43 {(1H, m, H-1), 4,82 (2H, aparente s ancho, H-2), 4,37 {1H, m, H-86), 2,82 (4H, s
ancho, COCH,CH,CO), 2,56 (3H, m, Hy-4 y H-8), 2,34 (1H, m, H-5), 2-06-1,98 (3H, m,
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H-8, H-5 v H-7), 2,01 (3H, s, Me), 1,88 (1H, m, H-7) °C RMN (75 MHz, CDCl3) &
169,4 (COCH,CH.CO), 165,83 {C-17), 158,6 {C=NQ), 140,3 (C-2), 136,3 (C-3), 69,4 (C-
2’), 59,8 (C-6), 54,4 (C-1), 30,1 (C-8), 28,8 (C-7), 27,9 (C-5), 25,1 (COCH,CH.CQ),
23,3 (C-4), 10,8 (Me);, "F RMN (282 MHz, CDCl) & -76,34 (s) EMAR (E3) m/z
calculada para CisHoN3Os [M+H]" 338,1554, encontrada 336,1565.

H

O\)J\
N o Ha N
\ DM
Tampon oarbonato 50 mM

pH 9.6, 2h, t.a
NHS-ANA-3 - CF3COzH (20) bioconjugado BSA-ANA-3

3.2. Preparacion de un bioconjugado del hapteno ANA-3 con BSA (BSA-ANA-3).
Preparado como se ha descrito anteriormente para e biocconjugado BSA-ANA-1 a
partir 200 yl. de una disolucion 50 mM en DMF del hapteno activade NHS-ANA-3 (20)
y 1,8 mb de una disolucion de BSA (15 myg/mlb) en tampon carbonato 50 mM, pH 9,6.
Tras la correspondiente purificacidon cromatografica, las fracciones recogidas se
flevaron a una concentracion final de 1 mg/mlL en tampodn de elucion v se almacenaron
a —20 °C. El nimero de moléculas de (20) conjugadas por cada molécula de BSA,
determinado por MALDI-TOF-ME, fue de n = 16 {ver Tabla 1, entrada 4).

CF,c0Y NHo

H HaG HaN
H-N® ’ o\)Loﬁ/\? /O\)J\

OVA
N\ DMF Lb)\ CHs T
Tampon carbonato 50 mM n

pH 9,6, 2h, ta
NHS-ANA-3 - CF;CO,H (20) biocconjugado OVA-ANA-3

3.3. Preparacion de un bioconjugado del hapteno ANA-3 con OVA (OVA-ANA-3).
Preparado comoe se ha descrilo anteriormente para el bioconjugadoe OVA-ANA-1T a
partir 100 yL. de una disolucion 50 mM en DMF del hapteno activade NHS-ANA-3 (20)
y 1,9 ml de una disolucion de OVA {15 mg/mL) en tampdn carbonato 50 mM, pH 9,6,
Tras la correspondiente purificacidon cromatografica, las fracciones recogidas se
flevaron a una concentracion final de 1 mg/mb en tampdn de elucién con timerosal al

% (viv) v se almacenaron a -20 °C. El nimero de moléculas de (20) conjugadas
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por cada molécula de OVA, determinado por MALDLETOF-MS, fus de n = 7.9 (ver
Tabla 1, entrada 8.

cFcod o

/o\/”\

H
N
\ DMF
Tampén carbonato 50 mM
pH 9,6, 2h, t.a
NHS-ANA-3 - CF3COxH (20) bioconjugado HRP-ANA-3

3.4. Preparacion de un bioconjugado del hapleno ANA-3 con HRP (HRP-ANA-3).
Preparado a partir de 100 L de una disolucion 5 mM del hapteno activado NHS—
ANA-3 (20} en DMF v 0,8 mbL de una disolucidn de HRP (2,5 mg/mb} en tampdn
carbonato 50 mM, pH 7.4, Tras la purificacion cromatografica, las fracciones obtenidas
conteniendo el bicconjugado se Hevaron a concentracionss conocidas de entre 250
650 pg/ml en tampdn PBS con BSA al 1% (p/v) y timerosal al 0,02% (p/v) vy se
almacenaron a 4 °C. El nimero de moléculas de (20) conjugadas por cada molécula
de HRP, determinado por MALDI-TOF-MS, fue de n = 2,5 (ver Tabla 1, entrada 12).

2. Procedimiento ELISA

Se emplearon placas de poliestireno de 96 pocillos. Cada anticuerpo se evaluo en los
dos formatos clasicos de ELISA competitivo (gl de antigeno o conjugado inmovilizado
con deteccidn indirecta y el de anticuerpo inmovilizado con deteccion directa) usando
antigenos de ensayo homologos, es decir, un antigeno de ensayo a partir del mismo
bioconjugado de férmula (1) que el utilizado para obtener el inmunogeno pero en &l gue
P = OVA ¢ HRP. Despuss de cada etapa de incubacion, las placas se lavaron cualro
veces con una disolucion de lavado, usando un lavador de 96 canales ELx405 (Biotek
Instruments, Winooski, EE.ULL). La sefial producida por la peroxidasa utilizada como
marcador se revelo con 100 ul por pocillo de una disclucion 2 mg/mb de
gfenilendiamina en tampdn ditrato 25 mM, fosfato 62 mM, pH 5,4, conteniendo
0,012% (viv) de H;0,. Este revelado se desarrolld durante 10 min a temperatura
ambiente v se pard usando 100 pL por podilio de acido sulflirico 2,5 M. Al finalizar los
ensayos, la absorbancia de cada pocillo se leyd a 482 nm usando una longitud de
onda de referencia de 650 nm en un lecior de microplacas PowerWave HT (Biotek
Instruments, Winooski, EE.UU.). Las curvas patrén sigmoideas obtenidas al

representar la absorbancia frente a la conceniracion de analito se ajustaron a una
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ecuacidn logistica de cuatro parametros usando el paguste informatico SigmaPlot de
SPSS (Chicago, EE.LUUL).

La afinidad del anticuerpo (ICs) se estimd como la concentracion de analito libre

capaz de reducir a la mitad la sefial maxima (Amax)-

2.1. Ensayos ELISA compestitivos en formato de antigeno o conjugado

inmovilizado con deteccion indirecta (ensayo indirecto)

Las placas se tapizaron con 100 ul por pocillo de una disolucién de antigeno de
ensayo que es un bioconjugado de formula (1) donde P es OVA, 2 0,01 o a 0,1 pg/mlL
en fampdn carbonato 50 mM, pH 8.6, mediante incubacion durante toda la noche a
temperatura ambiente. Después de lavar las placas, en cada columna se dispensd 50
ul por pocillo de una curva estandar completa del analifo en PBS seguido de 50 pub
por pocillo de un determinado anticuerpo diluido en PBST (0.05% Tween 20). La
reaccién inmunoguimica se llevd a cabo durante 1 h a femperatura ambiente vy
despues se lavaron las placas. A continuacion, cada pocillo recibid 100 ul de una
dilucion 1/2000 de RAM-HRP (inmunoglobulinas de conejo anti-ratdn marcadas con
peroxidasa) en PBST. Esla reaccion se dejdé a temperatura ambiente durante 1 h.
Después de lavar las placas, se reveld la aclividad peroxidasa retenida vy se leyd la

absorbancia a 492 nm como s& ha descrito anteriormente.

2.2. Ensayos ELISA competitivos en formato de anticuerpo inmovilizado con
deteccion directa {ensayo directo)

Las placas se iapizaron con 100 ub por pocilio de una dilucion de anticuerpo en
tampon carbonato 50 mM, pH 8,8, por incubacidn duranie toda la noche a temperatura
ambiente. Después de lavar las placas, en cada columna seg dispensd 50 pl por pocilio
de una curva estandar completa del analito en PBS seguido de 50 pl por pocillo de
una dilucion concreta en PBST de bioconjugado enzimatico gue es un bicconjugado
de formula (i) donde P es HRP,

La misma distribucién de reaclivos se repilié para cada placa con un anticuerpo
diferente. La reaccidn inmunogquimica se Hevd a cabo duranie 1 h a temperatura
ambiente y después se lavaron las placas. Finalmente, se reveld la aclividad

peroxidasa retenida v se leyd 12 absorbancia a 492 nim como se ha descrito.
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3. Produccidén de anticuerpos monocionales de ratdn

3.1, inmunizacién de ratones

FPara la inmunizacion se emplearon ios bicconjugados de férmuia (1) en los que P es
BSA (conjugados inmunizanies) obtenidos en los ejemplos anleriores. Se utilizaron
hembras de raton BALB/c, con una edad al inicio del proceso comprendida entre 6y 8

semanas.

En cada dosis se administraron por via infraperitoneal 100 ug de bioconjugado por
ratén, siendo el volumen fotal administrado 200 ul. En la primera inmunizacion se
suministrd el bioconjugado en una emulsién preparada con adyuvante de Freund
completo {1:1, viv). A infervalos de 3 semanas, los ratones recibieron dos
inmunizaciones adicionales, en eslos casos emulsionando los bioconjugados con
adyuvante de Freund incompleto. Cuairo dias antes de cada fusion celular, el ratdn
seleccionado recibic una ullima dosis de 100 yg del corespondiente bioconjugado
diluido en PBS.

3.2. Fusiones celulares para la obtencidn de hibridomas

Las fusiones con los ratones inmunizados se Hevaron a cabo basicamente siguiendo
metodologias previamente descrilas vy bien establecidas en el estado de la técnica.

Inmediatamenie despuéds dei sacrificio de los ratones se exirajo el bazo, que se
homogeneizd con el émbolo de una jeringa estéril. Tras lisar los gldbulos rojos por
chogue osmodlico con 1 mb de tampdn de lisis durante un minuio en frio, los linfociios
se& lavaron 2 veces con medio completo (con suero) frio v se filtraron para gliminar los

coagulos formados.

La linea de mieloma P3-X63-Ag8.653 fue cultivada los dias previos a la fusién en
medio DMEM suplementado [2 mM L-alanina-L-glutamina, 1 mM aminoacidos no
esenciales, 25 pyg/mbL gentamicina, suero bovino fetal (SBF) 10% (v/v)], manteniendo
las celulas en fase de crecimiento exponencial, de manera gue el dia de la fusion se

dispuso de un nimero suficiente de las mismas.

Tras dos lavados con medio sin suero, ambas poblaciones celulares se juntaron a una

relacion linfocitormieloma 4:1. A continuacion, las ceélulas se centrifugaron, para
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inmediatamente despues levar a cabo la fusion celular. Para ello, se empled el agente
fusionante quimico FEG1500 (1 mbL por bazo, 1 min), que al disolver parcialmente las
membranas permife la fusidn de las células. Una vez fusionadas ambas poblaciones,
las células se resuspendieron en medio DMEM suplementado [SBF 15% (viv)l v se
sembraron en placas de cultivo de 96 pocillos (100 yl por pocillo) & una densidad
celular de 150x10° linfocitos por pocillo, v se incubaron a 37 °C en una atmoésfera con
5% de CO, v un 95% de humedad. 24 h después de la fusidon, se afadié 100 yl por
pocillo de madic HAT para seleccion de hibridomas [DMEM suplementado con 100 uM
hipoxantina, 0,4 uM aminopterina, 16 uM timidina, v SBF 20% {v/v)] que conlenia
HFCS (High Fusion and Cloning Supplement) al 1% {(v/v).

3.3. Seleccidn, clonaje v conservacién de hibridomas

Aproximadamente 10-12 dias despuds de la fusion celular se ilevo a cabo la
evaluacion de los scbrenadantes de los pocillos sembrados, con objelo de identificar
cuales conienian hibridomas secretores de aniicuerpos capaces de reconocer a
anatoxina-a tanto en su forma conjugada como libre {clones competidores).
Previamente, se delermind por inspeccidn visual la eficiencia de la fusién, definida
como el porcentaje de pocillos gue preseniaban al menos un clon claramente visible al

Microscopio.

Para llevar a cabo la identificacion de clones compelidores, los sobrenadanies de
cullivo se analizaron mediante la {écnica ELISA diferencial, que consisie en analizar
paralelamenie en pocillos adyacentes cada sobrenadante en ausencia de analifo y en
presencia de una concentracion prefiiada de analito, habitualmente 100 nM. Para ellg,
las placas se tapizaron con el conjugado homdlogo, que es un bioconjugado de
formula (D en el que P es OVA, a una conceniracion de 0,1 pg/ml, v el ensayo se llevd
a cabo afladiendo 50 yl del sobrenadanie de cultivo. Las condiciones para el formato

de ELISA indirecto se detallan en el apartado 2.1,

A continuacion, se seleccionaron aguelios pocilios gue contenfan  hibridomas
productores de anticuerpos capaces de proporcionar una sefial de absorbancia igual o
superior a 0,5 en el ensayo en ausencia de anatoxina-a e inhibicién de la sefal igual 0
superior al 80% en el ensayo en presencia de anatoxina-a. Adicionalmente, para todos
los pocillos positives se llevs a cabo un segundo screening mas exhaustivo en modo
bidimensional competitivo con ¢l fin de seleccionar con mayor seguridad los mejores

hibridomas. Para ello, el sobrenadante de cada hibridoma se ensayd a 4 diluciones
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(1/8, 1132, 1/128 v 1/512) en placas tapizadas con el bioconjugade homdlogo a 0,01y
0,1 pg/mi, y utilizando como competidor anatoxina-a a 5 y 50 nM (en ensayo). Asi,
200 pl del sobrenadante de cultivo se diluyeron en 800 yl de PBST y las siguientes
diluciones se hicieron de forma seriada a partir de esta primera. El ensayo se realizd
afiadiendo 50 ubL por pocillo de 13 correspondients dilucion de sobrenadante y 50 ul de

ia disolucion de anatoxina-a en PBS a la concentracion de 100, 10y 0 nM.

Las celulas de los pocillos finalmente seleccionados se clonaron por el método de
dilucion limite, sembrando a partir de cada pocillo una nusva placa de 86 pocilios a
2 células por pocillc en medio HT, de igual composicidn que e HAT pero sin

aminopterina, v conteniendo HFCS al 1% (v/v).

Generalmente, 7-10 dias después del primer clonaje, se identificaron por inspeccién
visual los pocillos gue contenian un Gnico clon, evaluandose de nuevo ef sobrenadante
de cultivo de la misma forma que se ha descrilo previamente para los sobrenadantss
de fusidn. Este proceso se realizd tantas veces como fue necesario (al menos dos)
para asegurar la monoclonalidad de los hibridomas seleccionadoes, asi como su
estabilidad. Finalmente, se procedié a la expansion de las lineas celulares
seleccionadas, cullivando progresivamenie el hibridoma en recipientes de mavor
volumen. Una vez crecido el clon, las células se congelaron en nitrégeno liguido a una
concentracién de 107 células por vial (2-4 viales para cada hibridoma) en una
disolucion de SBF con DMSO 10% (viv) como agente crioprotector. Los viales se
manituvieron a —80 °C en el interior de una caja de poliestireno durante 24 h antes de

pasarios al contenedor de nitrégeno liguido.

3.4. Produccidn y purificacion de anticuerpos monocionales

En la Gltima fase de la expansion celular de los hibridomas, éstos se dividieron
progresivamentie en placas de cullive hasta alcanzarse un volumen final comprendido
entre 100 y 200 mbL de sobrenadante. Se dejaron crecer las células hasta alcanzar la
confluencia, v una vez agotados los nutrientes del medio de cultivo se procedid a
recoger el contenido de las placas. El volumen recogido se centrifugo para eliminar los
restos celulares vy el sobrenadante se precipité mediante la adicion de un volumen de
una disolucion saturada de sulfato amdnico, manieniéndose a 4 °C hasta su

purificacion.
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La purificacion de los anticuerpcs se realizé por cromatografia de afinidad con
columnas de proteina G siguiendo las instrucciones del fabricante. Con este propdsito,
el anticuerpo precipilado se centrifugd durante 20 min a 5000 rpm (4000xg) v se
descarté el sobrenadante. £l precipitado que contenia los anticuerpos se redisolvid
con tfampodn fosfato sodico 20 mM, pH 7.4 v se filtrd con membranas de nitrocelulosa
{diametro de poro 0,45 ym) para eliminar particulas en suspensidn. La elucion del
anticuerpo de la columna se realizd con tampdn citrato sédico 160 mM, pH 2,5, Las
fracciones que contenian el anticuerpo se identificaron mediante espectrofotometria
UV v se recogieron. La disolucién se neulralizd adicionando Tris-HCE 1 M, pH 9,5
Finalmente, se determiné por espectrofotometria UV la concentracion del anticuerpo
purificado [Asse (1 memt ey = 1.4] ¥ se prepard una disolucién de trabajo a una
concentracion de 500 uyg/mb en PBS con BSA al 1% (p/v) y timerosal al 0,01% (p/v),
gue se almacend a 4 °C. La disolucién restanie se precipitd con sulfato amonico

saturado {11, (v/v)], lo cual garantiza su estabilidad a 4 °C durants afios.

4. Resultados

4.1, Generacion de hibridomas productores de anticuerpos monocionales frente

a anatoxina-a

A partir de ratones inmunizados con bicconjugados de férmula {1) es los gue P es BEA,
se llevaron a cabo fusiones celulares encaminadas a la generacion de hibridomas. Los
bioconjugados de formula (B en los que T es R-1 o R-ll no fueron capaces de inducir Ia
generacion de hibridomas secretores de anticuerpos monocionales con una afinidad
elevada hacia anatoxina-a. Por el contrario, a partir del biocconjugado de férmula (1) en
el gue T es R-i, fue posible obtener 5 lineas celulares productoras de anticuerpos
monocionales con elevada afinidad hacia anatoxina-a. Los anticuerpos monocionales
obtenidos a partir de dichos hibridomas se han denominado a efectos de la presente
invencién v de los ejemplos agul incluidos: mAb #38, mADb #44, mAb #325, mAb #417
y mAb #38. Este resultado pone de manifiesto que &l bioconjugado de férmula (1) mas
adecuado para obiener anticuerpos frente a anatoxina-a no es una cuestion evidente v
obvia. Los resultados también demuesiran la idoneidad de un bioconjugado de formula
{) en el que T es B-ll para inducir la obtencidn de anticuerpos capaces de reconocer a

anatoxina-a.
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4.2, Determinacion de la afinidad de los anticuerpos

Una vez purificados por afinidad los 5§ anticuerpos monoclonales oblenidos {ver 4.1,
anticuerpos mAb #38, mab #44, mAb #325, mAb #417 v mAb #39), se determind su
afinidad hacla anatoxina-a mediante ELISA competitive homdlogo. En el formato
indirecto (Fig. 6) los anticuerpos mostraron valores de s para analoxina-a
comprendidos entre 3,15 nM v 11,00 nM. En el formato directo (Fig. 7) los anticuerpos

mostraron valores de 1Cg para anaioxina-a comprendidos enire 2,18 nM v 9,49 nM.

4.3. Determinacion de la especificidad de los anticuerpos

La analoxing-a existe guimicamente en 2 formas enantioméricas. La clanotoxina
natural es exclusivamente dexirégira (+), mientras que la forma levogira (-) se puede
obtener por sintesis organica. Para comprobar hasta qué punto los anlicuerpos
monoclonales oblenidos eran realmente especificos, se ensayaron en &l formato
ELISA indirecto homologo frente a los dos enantiémeros de la anatoxina-a. Como se
puede observar en la Fig. 8, todos los anlicuerpos reconocieron a la (+)}-anatoxina-a
con una afinidad al menos 100 veces superior frente a la gue mostraron para su
enantidomero, la (-}-anafoxina-a. Este ensayo demuesira fehacieniemente la enorme
especificidad v capacidad de discriminacion de los anticuerpos monodionales descritos
en esta invencidn, v su gran capacidad por tanio para determinar el enantiémero
natural de la anatoxina-a en muesiras, incluso en presencia de oiros posibles

compuesios contaminanies.
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REIVINDICACIONES
Un bioconjugado de férmula (1)

[T=L~Z],~P
)

donde

T se selecciona del grupo gue consiste en B-l, R-ll y R-li§;

A n

H
CH,
A5 ) S
R-l R-Hl R-Hi

L es una cadena hidrocarbonada de 0 a 40 dlomos de carbono, donde la cadena es
lingal o ramificada, saturada o insaturada, vy dicha cadena hidrocarbonada
comprende entre G vy 10 helercaiomos que se seleccionan del grupo que consiste
enS, Oy N;

Z es un grupo funcional seleccionado enfre —(C=0O)NH-, -NH(C=0}-, -{C=0)5-, —
S(C=0)-, —(C=0)0-, ~O(C=0)-, -~0O{C=0)0-, ~0O(S=0)0-, ~0{50,)0-,
“NH{E=0)0-, ~O(5=0)NH—, ~NH(80,)0—,~0O(S0:)NH-, ~(SO)NH-, ~NH(SO,)}-,
~Q{C=0ONH-, ~NH(C=0)0~-, ~NH(C=0NH-, ~NH{C=8)NH-, ~NH-, -N(alquilo}-,
~8-, ~5-8-, ~NH-NH~, -N=C~, ~C=N~, ~NH{C=NH)~, -N=N~-, ~O~, ~CH=CH~,

S O N=N
/ ¥
N— y ’N\/\\
O

P es un peptido ¢ polipéptido, natural o sintélico, de pese molecular mayor de 2000
daltons. El péptide o polipéptido P puede estar o no unido, mediante interaccion
covalents, electrostdtica o de otro tipo, a un soporte. Dicho soporte pusde ser un
polimero siniético 0 no, 0 estar compuesio por nanomaieriales como nanociubos de

carbong, zeolitas o silice mesoporesa.

n es un nomero con un valor entre 1y 500.
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&l bioconjugado de formula (1) segun la reivindicacion 1 caracterizado porque L es
una cadena hidrocarbonada lineal de § a 20 alomos de carbono vy dicha cadena
hidrocarbonada comprende enire 0 v 4 heteroatomos seleccionados del grupo que

consiste en Oy N.
El bioconjugado de formula (1) segun una cualgquiera de ias reivindicaciones 1 ¢ 2

caracierizado porgue € se selecciona del grupo que consiste en —(C=OWNH-, —
NH(C=0}-, ~O(C=0)NH~, ~NH(C=0)0~, ~NH(C=0)NH-, ~NH-, -&~,

El bicconjugado de formula (1) segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,
caracierizado porgue P se selecciona del grupo que consiste en albuming,

tirogiobulina, hemocianina, bela-galactosidasa, peroxidasa, fosfatasa y oxidasa.

El bioconjugado de formula (1) segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, con

la férmula (la)

= NHOG

N0

(fa)
donde P se selecciona del grupo gue consiste en alblmina o peroxidasa, y n es un

valor seleccionado entre 1 v 50.

El bioconjugado de formula (1) segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, con

la férmula (ib)
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H o o
CONH P
\
n
(Ib)

donde P se selecciona del grupo gue consiste en albiimina o peroxidasa, y nes un

valor seleccionado entre 1 v 50.

El bioconjugado de formula (1) segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, con

la férmula (ig)

2T

CHs
-0~ ~CONH P

N
(ic)

donde P se selecciona del grupo que consiste en albimina o peroxidasa, v 0 es un

valor seleccionado entre 1y 50.
Un derivado marcado de formula (1)

[T-L-2]n~C
(i)

donde
T y L se han definido segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4; £ se ha
definido en las reivindicaciones 1 v 3; Q es un marcador no isctdpico detectable y

m es un namero con un valor entre 1 v 1000,

£l derivado marcado de formula (i) segin la reivindicacién 8, donde (Q se
selecciona del grupo que consisle en enzimas, bioting, fluoresceina o uno
cualguiera de sus derivados, un fluordforo de cianina, un fluoréforo de rodaming,

un fluordforo de cumarina, un bipirilo de rutenio, luciferina o uno cualquiera de sus
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derivados, un ester de acridinio, nanoparticulas cuanticas {en inglés quanium

dots), y micro- ¢ nanoparticulas de oro coloidal, de carbdn o de latex.

El derivado marcado de formula () segin una cualquiera de las reivindicaciones 8
0 8 caracterizado porque Z se selecciona del grupo gue consiste en —{C=0O)NH-, —
NH{C=0)-, ~O(C=0)NH~-, ~NH{C=0)0O-, ~NH{C=0O)NH~, ~NH-, -8-,

O ,N:N
-5 N— Y AN A

O

El derivado marcado de formula (i) segin cualquiera de las reivindicaciones 8 a
10, con la férmula (Ha)

Q NHOGC

N o)
CH
Ao

(Ha)
donde Q se selecciona del grupo que consiste en peroxidasa, bioting, fluoresceina

m

o nanoparticulas, y m es un valor sgleccionado entre 1y 10.

El derivado marcado de formula {li) segun cualquiera de las relvindicaciones 8 a

N o
CONH Q
M\/\/\
m

(iib)

10, con la formula (lib)

donde ( se selecciona del grupo gue consiste en peroxidasa, bicting, flucresceina

o nanoparticulas, y m s un valor seleccionado entre 1y 10,
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13. El derivado marcado de formula (i) segin cualguiera de las reivindicaciones 8 a

10, con la férmula (i)

2T

CHj
X, ,-O_ CONH Q

(ilc)

donde Q se selecciona del grupo que consiste en peroxidasa, biotina, fluoresceina

o nanoparticulas, y m es un valor seleccionado entre 1y 10.

14. Un anticuerpe obtenido mediante la utilizacion de un bioconjugado segin se

describe en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

15. El anticuerpo segun la reivindicacion 14, donde el anticuerpo se selecciona enire

monoclonal, policlonal v recombinante.

16. Método de andlisis in vitro de anatoxina-a en una muesira gue comprende las
siquientes efapas:
a) poner en contacto la muestra con el anticuerpo descrito en cualquiera de las
reivindicaciones 14 ¢ 15;
b) incubar la muestra v el anticuerpo de ia etapa (a) duranie un periodo de tiempo
adecuado para que fenga lugar una reaccidn inmunoguimica; v
¢) determinar la existencia de reaccién inmunoguimica tras la incubacién de la

etapa (b).

17. Método segun la reivindicacion 16, donde la determinacion de la reaccion
inmunoguimica en el paso (¢} se realiza mediante un ensayo competitivo, usando
como competidor un bioconjugade segin se describe en cualquiera de las

reivindicaciones 1a 7.

18. Método segun la reivindicacion 16, donde la determinacion de la reaccion

inmunogquimica en ef paso (¢) se realiza mediante un ensayo competitivo, usando
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como competidor un derivado marcado segun se describe en cualquiera de las

reivindicaciones 8 a 13.

Kit de deteccion y/o determinacion de analomina-a, que comprends al menos un
anticuerpo segun se describe en cualguiera de las reivindicaciones 14 ¢ 15 junto
con un bioconjugado descrito en cualquiera de ias reivindicaciones 1 2 7 o junto

con un derivado marcado descrito en cualguiera de las reivindicaciones 8 a 13.

Metodo de purificacion y/o concentracion de analoxina-a de una muestra mediante
cromatografia de afinidad gue comprende las siguientes slapas:

a) inmovilizar al menos un anticuerpo descrite en cualquiera de las reivindicaciones
14 0 15 sobre un soporte;

k) hacer pasar la muestra a traves de dicho soporte para gque retenga la analoxinag-
a presente en dicha musestra; vy

¢) eluir la analoxina-a retenida en ef soporte.
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OPINION ESCRITA

N? de solicitud: 201531661

1. Documentos considerados.-

A continuacion se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinion.

D01 MARC, M. et al. Tetrahedron Letters 2009, Vol. 50, pp. 4554-4557. 29.05.2009
D02 TOMBACCINI, D. et al. FASEB Journal, Vol. 3, N2 3, pp. A724 00.00.1989
D03 WO 2014/060623 A1 24.04.2014

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

El objeto de la invencién es un bioconjugado de férmula (I) que comprende una unidad de anatoxina-A; un derivado
marcado de férmula (ll) también derivado de anatoxina-A; un anticuerpo obtenido a partir de dicho conjugado; un método
de andlisis in vitro de anatoxina A que utiliza el anticuerpo; un kit de deteccién y/o determinacién de anatoxina-A que
comprende un anticuerpo junto a un bioconjugado o un derivado marcado; y un método de purificacion y/o purificacion
de anatoxina-A mediante el anticuerpo anterior.

Novedad (Articulo 6.1 de la Ley de Patentes 11/1986):

El documento D01 divulga un derivado de anatoxina-A que est4 incluido en la férmula general | de la invencién, cuando en
ésta T es R-l, L es -N(CH3)-(CHz)s-, Z es 1,2,3-triazol, n es 1 y P es una proteina, en concreto albumina de suero bovino
(ver pagina 4554, figura 1). Este derivado puede utilizarse para la produccién de anticuerpos, que a su vez pueden ser Utiles
para el desarrollo de un ensayo de deteccion y cuantificacién de anatoxina (ver pagina 4554, columnas 1 y 2).

Por tanto, el objeto de las reivindicaciones 1-4, 14-16 no es nuevo a la luz de lo divulgado en el documento DO1.

El documento D02 divulga un derivado de anatoxina-A que comprende una unidad de anatoxina A (T, en concreto R-I, en la
férmula general | de la invencién) unida a través del N a una cadena hidrocarbonada de 5 4tomos de carbono (L en la
férmula | de la invencién), que a su vez se une a albumina (P en la férmula | de la invencion). El documento divulga la
preparacién de anticuerpos monoclonales frente a anatoxina-a, con aplicacién para desarrollar un ensayo de esta toxina.

Aunque el documento no recoge explicitamente cuél es el grupo funcional (Z en la férmula general | de la invencién) que
sirve de enlace entre la cadena hidrocarbonada L y la albumina, esta union se realiza por reaccién entre el grupo funcional
aldehido de la molécula de glutaraldehido que se utiliza como precursor de la cadena L y un grupo funcional presente en la
albumina. Se considera que esta unién debe realizarse a través de una de las numerosas posibilidades recogidas en la
reivindicacién 1 respecto a la naturaleza de los grupos de enlace Z, obtenidos por combinacién de los distintos grupos
funcionales comunes en quimica orgéanica.

Por lo tanto, se considera que el objeto de las reivindicaciones 1, 2, 4, 14-16 no presenta novedad segun lo divulgado en el
documento D02.

Actividad inventiva (Articulo 8.1 de la Ley de Patentes 11/1986):

La reivindicacién dependiente 17 se refiere a la realizacién de un ensayo competitivo durante de una de las etapas del
método de andlisis de andlisis de anatoxina-a de la invencion.

Aunque los documentos D01 y D02 no divulgan explicitamente esta caracteristica técnica no es posible reconocer para ella
actividad inventiva, ya que se considera que constituye una alternativa evidente para el experto en la materia del campo al
que pertenece la invencién y, como tal, se encuentra recogida en diversos documentos del estado de la técnica (ver, por
ejemplo, documento D03, reivindicacion 29).
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Del mismo modo, se considera que la reivindicacién independiente 19, relativa a un kit para la deteccion y/o determinacion
de la anatoxina-a que comprende el anticuerpo de la invencion junto al bioconjugado de férmula () o al derivado marcado de
formula (Il), carece de actividad inventiva respecto a lo divulgado en cada uno de los documentos D01 y D02, teniendo en
cuenta ademas que existen en el estado de la téchica humerosos ejemplos de kits de deteccién de compuestos quimicos
basados en techologias de inmunoensayos que utilizan anticuerpos que reconocen especificamente dichos compuestos (ver,
por ejemplo, D03, reivindicacion 31).

Por otro lado, la reivindicacion 20 se refiere a un método de purificacion y/o concentracion de anatoxina-a de una muestra
mediante cromatografia de afinidad que comprende inmovilizar el anticuerpo de la invencién sobre un soporte y hacer pasar
la muestra sobre éste para que la anatoxina quede retenido. Se considera que, el experto en la materia, a la luz de lo
divulgado en los documentos D01 y D02, tomados por separado, se plantearia la aplicacién del inmunoensayo objeto de la
invencion para la purificacién y/o concentracién de anatoxina-a de una muestra, sin requerir el ejercicio de actividad inventiva
por su parte.

Por lo tanto, se considera que el objeto de las reivindicaciones 17, 19, 20 no presenta actividad inventiva a la luz de lo
divulgado en cada uno de los documentos D01 y D02 tomados por separado.

La reivindicacion independiente 8 se refiere a un derivado de anatoxina-a de férmula (ll) marcado con un marcador no
isotopico detectable. La diferencia existente entre el compuesto divulgado en el documento D01 y el compuesto Il de la
invencion es que en éste el ligando L se encuentra unido a un marcador no isotépico, en lugar de a una proteina.

El problema técnico que subyace en la invencion es la provisién de un derivado de anatoxina-a alternativo a los disponibles
en el estado de la técnica y Util como antigeno de ensayo frente a anatoxina-a. Sin embargo, ya existen en el estado de la
técnica derivados marcados de toxinas que se han utilizado para la produccién de anticuerpos a su vez Utiles en métodos de
deteccién de dichas toxinas.

El documento D03 divulga conjugados y derivados marcados de fludioxonil de formula (lll), [T-L-Z]»-Q (ver pagina 1, lineas 6-
10), siendo Q un marcador no isotépico, como es biotina, fluoresceina, un fluoréforo de cianina, rodamina, o cumarina,
nanoparticulas cuénticas, etc. (ver pagina 13, lineas 12-23). El documento divulga también los anticuerpos para fludioxonil,
asi como un método de andlisis de este compuesto utilizando dichos anticuerpos (ver péagina 1, lineas 6-10; pagina 12, lineas
8-26).

Se considera que el experto en la materia, a la luz de lo divulgado en el documento D03 se plantearia, con razonables
expectativas de éxito, la sustitucién de la albimina presente en el derivado divulgado en el documento DO1 por un marcador
isotépico como los divulgados en el documento DO3.

Por consiguiente, se considera que el objeto de las reivindicaciones 8-10, 18 carece de actividad inventiva respecto a la
combinacion de las ensefianzas técnicas recogidas en los documentos D01 y DO3.

Sin embargo, no se ha encontrado en el estado de la técnica divulgacién ni sugerencia alguna que pudiera dirigir al experto
en la materia hacia la invencion objeto de las reivindicaciones 5-7, que se refieren a bioconjugados de férmulas concretas la,
Ib y Ic; ni hacia las reivindicaciones 11-13, relativas a los derivados marcados de férmulas lla, llb y Ilc.

En consecuencia, se considera que el objeto de las reivindicaciones 5-7, 11-13 reune los requisitos de patentabilidad
(novedad, actividad inventiva y aplicacion industrial) establecidos en el Articulo 4.1 de la Ley de Patentes 11/1986.
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