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@Resumen:

Compuestos y anticuerpos para la inmunodeteccién
de di hidroanatoxinas.

La presente invencion se refiere a compuestos,
especialmente a conjugados y derivados marcados
de dihidroanatoxina-a, adecuados para la produccién
de anticuerpos de elevada afinidad hacia
dihidroanatoxinas, particularmente las cianotoxinas
dihidroanatoxina-a y dihidrohomoanatoxina-a.
Asimismo, la presente invencion también se refiere al
uso de conjugados y derivados marcados de
dihidroanatoxina-a como antigenos de ensayo.
Ademas, la presente invencion también se refiere al
uso de los compuestos para el analisis, concentracion
y extracciéon de dihidroanatoxina-a vy
dihidrohomoanatoxina-a utilizando los anticuerpos
obtenidos, en ocasiones junto con antigenos de
ensayo que son conjugados o derivados marcados de
dihidroanatoxina-a. Esta invencion también
proporciona un kit para analizar dihidroanatoxinas,
particularmente dihidroanatoxina-a vy
dihidrohomoanatoxina-a, que comprende anticuerpos
frente a estas cianotoxinas, en ocasiones junto con
antigenos de ensayo que son conjugados o derivados
marcados de dihidroanatoxina-a.
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DESCRIPCION

COMPUESTOS Y ANTICUERPOS PARA LA INMUNODETECCION DE
DIHIDROANATOXINAS

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a compuestos, especialmente a conjugados y derivados
marcados de dihidroanatoxina-a, adecuados para la produccién de anticuerpos de
elevada afinidad hacia dihidroanatoxinas, particularmente las cianotoxinas
dihidroanatoxina-a y dihidrohomoanatoxina-a. Asimismo, la presente invencion también
se refiere al uso de conjugados y derivados marcados de dihidroanatoxina-a como
antigenos de ensayo. Ademas, la presente invencion también se refiere al uso de los
compuestos para el analisis, concentracion y extracciéon de dihidroanatoxina-a y
dihidrohomoanatoxina-a utilizando los anticuerpos obtenidos, en ocasiones junto con
antigenos de ensayo que son conjugados o derivados marcados de dihidroanatoxina-
a. Esta invencidon también proporciona un kit para analizar dihidroanatoxinas,
particularmente dihidroanatoxina-a y dihidrohomoanatoxina-a, que comprende
anticuerpos frente a estas cianotoxinas, en ocasiones junto con antigenos de ensayo

que son conjugados o derivados marcados de dihidroanatoxina-a.

ESTADO DE LA TECNICA

Las biotoxinas son un tipo de contaminante cuya presencia en alimentos, aguas y
piensos representa un verdadero problema para la salud humana y el bienestar animal,
ocasionando importantes pérdidas econdémicas a los sectores agroalimentario,
agropecuario y piscicola, y pudiendo afectar gravemente a la salubridad del agua
potable. Entre las biotoxinas mas relevantes debido a su toxicidad y prevalencia
destacan las producidas por cianobacterias, especialmente las microcistinas,
nodularinas, cilindrospermopsinas, saxitoxinas y anatoxinas. Segun su modo de accion,
las cianotoxinas se pueden clasificar en hepatotoxicas, neurotoxicas, citotdxicas,
dermatotoxicas y toxinas irritantes. Mas alla de estos efectos también se han descrito
alteraciones del olor y problemas gastrointestinales debidos al contacto con

cianotoxinas u otros metabolitos de cianobacterias.

Las anatoxinas mas relevantes por su toxicidad y presencia en muestras

medioambientales son la anatoxina-a, la homoanatoxina-a, la dihidroanatoxina-a y la
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dihidrohomoanatoxina-a. Estas toxinas son producidas por diferentes especies de
cianobacterias pertenecientes fundamentalmente a los géneros Tychonema, Anabaena,
Microcoleus,  Aphanizomenon,  Oscillatoria, =~ Phormidium,  Raphidiopsis 'y
Cylindrospermum. Bajo ciertas condiciones ambientales, estos microorganismos
procariotas son capaces de proliferar de manera exacerbada, dando lugar a eclosiones
repentinas, conocidas en la literatura cientifica como floraciones masivas de algas.
Estos afloramientos o blooms, en terminologia anglosajona, se consideran actualmente
mas frecuentes e intensos que antano debido a la eutrofizacion consecuencia de la
actividad humana y al calentamiento global. Las principales vias de exposicion de la
poblacion humana y animal a la dihidroanatoxina-a y/o dihidrohomoanatoxina-a son a
través de agua contaminada, ya sea por ingesta intencionada (agua potable procedente
de fuentes superficiales) o accidental (usos recreacionales y deportivos), y a través del
consumo de suplementos dietéticos derivados de algas verde-azuladas que no siempre
cuentan con los controles adecuados y que pueden por tanto contener cepas no
deseadas de cianobacterias productoras de toxinas. Una ruta de exposicion que ha
adquirido mayor relevancia en los ultimos afios y que por tanto constituye un riesgo
emergente es a través del consumo de pescado y moluscos bivalvos, procedentes tanto
de la pesca tradicional como de piscicultura, que se han desarrollado en masas de agua
afectadas por plagas de cianobacterias y que por tanto han estado expuestos a estas

biotoxinas.

Tal como se ilustra en las férmulas a continuacion, dihidroanatoxina-a y
dihidrohnomoanatoxina-a - en adelante referidas conjuntamente  como
“dihidroanatoxinas” — son alcaloides con un esqueleto comun caracteristico de 9-
azabiciclo[4.2.1]Jnonano, sustituido en C-2 con un grupo acetilo (COCHs3) en
dihidroanatoxina-a y un grupo propionilo (COCH.CHs) en dihidrohomoanatoxina-a.
Ambas cianotoxinas estan estructuralmente relacionadas con los analogos
deshidrogenados entre C-2 y C-3, anatoxina-a y homoanatoxina-a. Debido a la elevada
basicidad del atomo de nitrégeno puente del sistema azabiciclico, todas ellas se

encuentran protonadas en el mismo a pH neutro en medio acuoso.

5 e
R O
5 (

+ 3 H R
Dihidroanatoxina-a: R = H Anatoxina-a: R = H
Dihidrohomoanatoxina-a: R = CH5 Homoanatoxina-a: R = CHs
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Las dihidroanatoxinas y sus analogos deshidrogenados son potentes neurotoxinas que
blogquean los receptores de acetilcolina nicotinica de la membrana postsinaptica en la
conexion neuromuscular, causando paralisis muscular que conduce a la muerte por
asfixia. La dosis letal media (LDso) de dihidroanatoxina-a mediante inyeccion
intraperitoneal es de 0,73 mg/kg, lo que indica una toxicidad reducida en comparacion
con la anatoxina-a (LDso = 0,23 mg/kg). Sin embargo, por via oral — tanto por sonda
como por alimentacion — dihidroanatoxina-a es mas toxica que anatoxina-a (LDso por
sonda de 2,5 mg/kg para dihidroanatoxina-a y 10,6 mg/kg para anatoxina-a; LDso por
alimentacion de 8 mg/kg para dihidroanatoxina-a y 25 mg/kg para anatoxina-a) [Puddick
et al. Chemosphere 2021, 263, 127937]. Particularmente, la dihidroanatoxina-a se ha
revelado como muy téxica para los perros. A nivel mundial se han reportado numerosas
muertes de perros en Francia, EE.UU, Paises Bajos por ingestion de agua contaminada
con dihidroanatoxina-a. La elevada toxicidad aguda por via oral de dihidroanatoxina-a y
dihidrohomoanatoxina-a y su presencia en muestras medioambientales, especialmente
en primavera [Fastner et al., Sci. Total Environ. 2023, 858, 159433], sugieren que se
trata de un importante contaminante que requiere la maxima atencién de los organismos

encargados de garantizar la salud humana y el bienestar animal.

La determinacion analitica de dihidroanatoxina-a y dihidrohomoanatoxina-a se puede
llevar a cabo mediante cromatografia de gases o de liquidos con detectores
espectroscopicos, si bien en la mayoria de los casos se requiere derivatizar la toxina.
Actualmente, la técnica analitica recomendada para la determinacién de estas
cianotoxinas en muestras es la cromatografia de liquidos con detector de masas de alta
resolucion [Testai et al., EFSA Supporting Publication, 2016, EN-998, 309]. Esta técnica
presenta una elevada sensibilidad y reproducibilidad, y ademas permite determinar
varias cianotoxinas simultaneamente; no obstante, esta aproximacion no esta exenta de
inconvenientes, como cualquier otra técnica analitica. De hecho, los equipos necesarios
son muy costos, no son portatiles y se requiere de personal altamente cualificado para
su manejo. Como estrategia analitica complementaria a los métodos instrumentales, las
técnicas basadas en la interaccion anticuerpo-analito (inmunoensayos, cromatografia
de afinidad, tiras inmunorreactivas) se consideran la mejor opcién cuando es necesario
realizar un elevado numero de analisis en poco tiempo o llevar a cabo controles in situ
y/o en entornos poco dotados técnicamente. Actualmente existen diversas empresas de
inmunodiagndstico que comercializan ensayos tipo kit para la deteccién de las
principales cianotoxinas — incluyendo anatoxina-a y homoanatoxina-a — con la notable
excepcion de las dos dihidroanatoxinas, ya que no existen los inmunorreactivos y la

tecnologia necesarios.
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Los métodos inmunoanaliticos se basan en la unién selectiva, reversible y no covalente
entre la sustancia a detectar (analito) y un anticuerpo que la reconoce especificamente.
Las dihidroanatoxinas, debido a su bajo peso molecular, no son inmunogénicas, y por
tanto son incapaces de generar una respuesta inmunitaria por si misma cuando se
inyectan en un animal de experimentacién. Para poder generar anticuerpos para estas
toxinas es necesario acoplar covalentemente la molécula a una proteina, de forma que
el conjugado obtenido si resulte inmunogénico y permita la produccion de anticuerpos.
Para conseguir obtener estos conjugados, a menudo es necesario recurrir al disefio y
sintesis ex novo de un derivado, a través de estrategias que permitan la incorporacion,
en la posicién optima de la molécula, de una cadena hidrocarbonada con un grupo
funcional terminal, respetando su estructura y grupos quimicos caracteristicos. Esta
estrategia posibilita presentar la molécula al sistema inmunitario de la manera mas

adecuada para lograr anticuerpos de gran afinidad y especificidad.

Como se ha mencionado anteriormente no se han descrito inmunorreactivos especificos
de dihidroanatoxinas. Recientemente, se ha publicado la obtencién de los primeros
conjugados y anticuerpos frente a anatoxina-a [Quifiones-Reyes et al., Angew. Chim.
2019, 58, 9134-9139; Cevallos-Cedeno et al., Anal. Chem. 2022, 94, 10857—-10864]. Se
trata de anticuerpos altamente especificos de anatoxina-a y homoanatoxina-a, pero que
pese a su relativa similitud estructural no reconocen ni a dihidroanatoxina-a ni a

dihidrohomoanatoxina-a.

Existe por tanto la necesidad de obtener anticuerpos de elevada afinidad y especificidad
hacia las dihidroanatoxinas, adecuados no sélo para el desarrollo de inmunoensayos
sensibles y selectivos, sino también para su implementacion en nuevas plataformas
analiticas basadas en tecnologias avanzadas, tales como biosensores de diferente tipo,
ensayos multiplex y métodos basados en transferencia de energia por resonancia de
fluorescencia (FRET). Estos anticuerpos, obtenidos a partir de haptenos novedosos,
constituiran la base para desarrollar nuevos métodos inmunoanaliticos para la
determinacion, deteccion, concentracion o extraccion de dihidroanatoxinas,
preferentemente mediante la utilizacion de un kit que pueda ser utilizado por la industria

alimentaria, agricola, clinica y/o medioambiental.
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DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona un procedimiento inmunoanalitico para la
determinacion de las cianotoxinas dihidroanatoxina-a y dihidronomoanatoxina-a al
proporcionar un método para la preparacion de conjugados inmunogénicos y de ensayo
en los que el hapteno acoplado a la proteina mantiene integra la estructura completa de
estas moléculas con todos los grupos funcionales caracteristicos inalterados, y por lo
tanto disponibles para su reconocimiento por el sistema inmunitario durante la respuesta
inmunitaria y, en consecuencia, por los anticuerpos generados a partir de la misma. El
fundamento de la invencién reside en el descubrimiento de la capacidad de los
conjugados de las moléculas de dihidroanatoxina-a derivatizada a través del atomo de
carbono del grupo metilo de la agrupacion acetilo — incorporando a dicha posicién un
brazo espaciador hidrocarbonado de longitud diversa — de inducir una respuesta
inmunitaria muy eficaz que conduce a la generacién de anticuerpos de muy elevada
afinidad y especificidad hacia dihidroanatoxina-a y dihidrohomoanatoxina-a, y por tanto
adecuados para el desarrollo de procedimientos de inmunodeteccién de las dos

dihidroanatoxinas.

En esta memoria el término “dihidroanatoxinas” se refiere a dihidroanatoxina-a vy

dihidrohomoanatoxina-a.

La presente invencion proporciona conjugados y derivados marcados de analogos de
dihidroanatoxina-a y su uso como antigenos inmunogénicos y de ensayo en métodos

inmunoanaliticos.

En esta memoria se entiende por "analogo de dihidroanatoxina-a" un hapteno, definido

como
T-L-Y

pudiendo ser el grupo funcional Y uno de los cuatro grupos funcionales que se indican

a continuacion.
Y= —COOH, —CHzNHz, —CstH, —CH2N3.
T y L tienen el significado que se indica a continuacion para la formula (1).

Cada uno de estos grupos Y se transforma tras la conjugacion en el correspondiente
grupo Z de los compuestos de férmula (1), de formula (1) o de férmula (1ll) definidos mas

adelante:
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Y = —COOH se transforma en Z = —-(C=0)NH-
Y = —CH:2NH> se transforma en Z = —-CH;NH(C=0)- o —CH>NH-

Y = —CH2SH se transforma en Z = —-CH,SCH- o —CH,SCH.—

N=N
Y = —CH2Nj3 se transformaen Z = {
SchrNA~

A continuacion, se ilustran a modo de ejemplo las estructuras de algunos de estos
haptenos de formula T-L-Y, haptenos DA-1, DA-2 y DA-3, que en ningun caso
suponen un limite a la variabilidad en la estructura de estos y que incluye todas las

alternativas de la formula T-L-Y definidas previamente:

0] O
- CH{\)J\OH Hapteno DA—1
Y
0] 0]
. CHWOH Hapteno DA-2
H
0]
e _
~ CH; N3 Hapteno DA—3

H

La presente invencion se refiere a un compuesto que tiene una formula general (1)
[T-L-Z] -X (1)
donde

T es RAl,

0

H o sus sales
L es una cadena hidrocarbonada lineal de 1 a 10 atomos de carbono;

Z es un grupo funcional seleccionado entre:

7
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N=N
~ dN s
—(C=0)NH-, ~CH,NH(C=0)-, ~CH:NH-, ~CH,SCH-, ~CH,SCH—y CH2 \)\;

m es un numero con un valor entre 1y 100;
X esta seleccionado entre P y Q, tal que

P es un péptido o polipéptido de naturaleza no enzimatica, natural o sintético, de peso

molecular igual o mayor de 2000 Dalton, que puede estar, o no, unido a un soporte, y
Q es un marcador no isotdpico detectable.

L es preferiblemente una cadena hidrocarbonada lineal de 1 a 5 atomos de carbono.
Las sales de R-l pueden ser tanto de acidos inorganicos como organicos, por ejemplo:

- acidos inorganicos monoproticos, como los acidos clorhidrico, bromhidrico, yodhidrico,

fluorhidrico, nitrico, perclérico, terafluorobdrico, hipofosforoso,

- acidos inorganicos poliproticos, como los acidos sulfurico, fosférico, fosforoso,
carbonico,

- acidos mono y dicarboxilicos alifaticos, como los acidos férmico, acético, cloroacético,
tricloroacético, ftrifluoroacético, propanoico, glicélico, lactico, oxalico, maldnico,

succinico, glutarico, citrico, acrilico, aspartico, fumarico, maléico,

- acidos mono vy dicarboxilicos aromaticos, como los acidos benzoico, ftalico,

nitrobenzoico, dinitrobenzoico, clorobenzoico, nicotinico, hidroxibenzoico, y mandélico,

- acidos sulféonicos alifaticos o aromaticos, como metanosulfénico, etanosulfénico,

bencenosulfénico, triflico, metilbenocensulfénico, y dimetilbencenosulfénico.

Ejemplos de sales compatibles con el objeto de la invencion incluyen acetato,
trifluoroacetato, acrilato, ascorbato, aspartato, benzoato, bicarbonato/carbonato,
bisulfato/sulfato, bromuro, canforsulfonato, citrato, cloruro/clorhidrato, clorobenzoato,
dinitrobenzoato, ftalato, hidroxibenzoato, metoxibenzoato, metilbenzoato, o-
acetoxibenzoato, naftalen-2-benzoato, hidroyoduro/yoduro, formiato, fumarato,
glicolato, lactato, malato, maleato, malonato, mandelato, metilsulfato, mesilato,
nicotinato, nitrato, oxalato, pirofosfato, propionato, fenilpropionato, succinato, sulfato,
bisulfato, pirosulfato, sulfito, bisulfito, sulfonato, bencenosulfonato,

clorobencenosulfonato, etanosulfonato, metanosulfonato, naftalen-1-sulfonato,
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naftalen-2-sulfonato, p-toluensulfonato, succinato, tartrato, tosilato y sales de

fosfato/hidrogenofosfato/dihidrogenofosfato.

En una realizacion preferida, Z se selecciona del grupo formado por —(C=0O)NH- y

N=N

“CHjy NI\/\ _

Mas preferentemente, Z es —(C=0)NH-.

No existe un limite superior para el peso molecular posible de P, solo inferior pues
depende del sistema inmunitario. Por ejemplo, dicho limite inferior puede ser de 2000

Dalton.

El péptido o polipéptido P puede estar, o no, unido, mediante interaccion covalente,
electrostatica o de otro tipo, a un soporte. Dicho soporte puede ser un polimero natural,
como la celulosa y sus derivados, o sintético, como la nitrocelulosa o el poliestireno, o
estar compuesto por nanomateriales, tales como nanoparticulas de oro coloidal, de

carbon o de latex.

m es preferiblemente un valor entre 1 y 50, mas preferiblemente m es un valor entre 1

y 25, y especialmente preferible entre 1y 10.

Segun realizaciones particulares de la presente invencion, el compuesto es un
conjugado de un analogo de dihidroanatoxina-a de féormula general (ll), correspondiente

alaférmula (1) en la que X es P:
[T-L-Z] P ()
donde
T, L, Zy P tienen los mismos significados dados anteriormente.

El valor de m indica el grado de conjugacion, es decir, la relacion molar entre la fraccion
derivada del fragmento T-L-Z y el péptido o polipéptido P, en el conjugado de formula

(1) resultante.

m es un numero con un valor entre 1 y 100, preferiblemente entre 1 y 50, mas

preferiblemente entre 1y 25.
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Segun una realizacion preferida de la presente invencién, el conjugado de férmula (ll)
se caracteriza porque P se selecciona del grupo que consiste en albumina, tiroglobulina
y hemocianina. Mas preferiblemente, P es albumina, que puede ser albumina de huevo

o albumina sérica.

Segun otra realizacién preferida de la presente invencion, el conjugado de férmula (ll)

es un conjugado de férmula (lla)

(@] (o] .
@)\CHQ/\)LN (la)
4 H

donde

P y m son como se han definido anteriormente. Preferiblemente P es albumina y m es

un valor seleccionado entre 1y 25.

Segun otra realizacién preferida de la presente invencion, el conjugado de férmula (ll)

es un conjugado de férmula (lib)

o 0
e~ A P
" "CH; N (Iib)
H H
m

donde P y m son como se han definido previamente para (lla).

Segun otra realizacion preferida de la presente invencion, el conjugado de férmula (Il)

es un conjugado de formula (lic)

N:N
@W/VN 777 o
oS m

donde P y m son como se han definido previamente para (lla).

El conjugado de férmula (ll) de la presente invencion se puede obtener por un método
que comprende hacer reaccionar el analogo funcionalizado de dihidroanatoxina-a de
formula T-L-Y (hapteno), donde T y L se han definido anteriormente e Y es un grupo
funcional seleccionado entre —COOH, —CH:NH,;, —CH,SH, y —CH:N3, con P, un

10



10

15

20

25

ES3 053558 Al

polipéptido natural o sintético de naturaleza no enzimatica de peso molecular mayor de
2000 Dalton.

Dependiendo de cual es el grupo Y, la conjugacién del hapteno T-L-Y al péptido P a
través de este grupo puede requerir la transformacion del mismo en un grupo funcional
mas reactivo (activacion), como en el caso de Y = —COOH, o bien del propio péptido P,
como en el caso de Y = —CH2NH2. En otros casos, se requiere la incorporacién previa
al péptido P de grupos funcionales adecuados para la reaccién con el grupo Y, tal es el
caso de Y = —CH,SH, y —CH2N3. Todos estos métodos de conjugacién son ampliamente
conocidos en la técnica (Greg T. Hermanson, Bioconjugate Techniques, Academic
Press, London, UK, 2013).

Por ejemplo, el grupo carboxilo de un hapteno T-L-Y, en el que Y = —-COOH, puede
activarse transformandolo en un éster activo, por ejemplo, un éster de
N-hidroxisuccinimidilo [COON(COCHS.).], el cual reacciona muy eficazmente con los

grupos amino libres (NH) de un péptido, tal como se ilustra en el esquema 1:

—NH
I P = péptido H
hapteno T-L-Y > T-L-C—O-N > N—C-L-T

_ activacion
donde Y = -COOH hapteno o “conjugacién”  “"conjugado péptido-hapteno”

Esquema 1

De modo analogo, los grupos amino de un hapteno T-L-Y, en el que Y = —CHxNH>,
pueden hacerse reaccionar con los grupos carboxilo libres (COOH) de un péptido
previamente activados a través de su transformacién en un éster activo, por ejemplo, un

éster de N-hidroxisuccinimidilo, tal como se ilustra en el esquema 2:

o o hapteno T-L-Y o
| donde Y = —CH,NH, Il H
P = péptido a;g\;et!icc;gn 0o “conjugacion” "conjugado péptido-hapteno”
Esquema 2

En el caso de un hapteno T-L-Y, en el que Y = —CH2N3, la conjugacién del hapteno al
péptido puede efectuarse incorporando previamente al mismo un grupo alquino,

suficientemente separado de la estructura del péptido con un brazo espaciador que

11
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facilita la reaccion del grupo alquino con el grupo azida (Ns3) del hapteno, tal como se

ilustra en el esquema 3:

Jk hapteno T-L-Y [I} JL /K/N CH,-L-T

funcionalizacion
Y =—=CH,N . A
P= pep“do del péptido E = espaciador 258 "conjugado péptido-hapteno”

"conjugacion”

Esquema 3

De modo analogo, en el caso de un hapteno T-L-Y, en el que Y = —CH,SH, la
conjugacion del hapteno al péptido puede efectuarse incorporando previamente al
mismo un grupo capaz de reaccionar con el grupo tiol (SH), por ejemplo, un grupo

maleimido [N(COCH)], tal como se ilustra en el esquema 4:

w7 e ;‘1 ey () 0 i

P = péptido funcionalizacion Y = —CH,SH
del péptido E = espaciador ) » "conjugado péptido-hapteno”
"conjugacion”
Esquema 4

Los analogos funcionalizados de férmula T-L-Y (haptenos), tal como se han definido
previamente, se pueden obtener de modo general mediante sintesis quimica a través
de una ruta sintética que implica como intermedio clave un compuesto como A’ o el
analogo oxidado A, ambos compuestos interconvertibles a través de procesos de

oxidacion—reduccion, como se muestra en el esquema 5:

O
:R=CH,0OH
/L 2 .
@CHE “R el 'y R - oo ) o

H
Esquema 5

En estos compuestos, L tiene el mismo significado dado anteriormente para (I)y (Il) y G
es un grupo funcional de los habitualmente utilizados para la proteccion de grupos amino
(NH), como, por ejemplo, terc-butoxicarbonilo (CO2CMes, Boc), bencilo (CH2Ph, Bn), etc
(P. G. M. Wuts and T. W. Greene, Greene's Protective Groups in Organic Synthesis.
John Wiley & Sons, Inc., Hoboken, NJ, EE.UU., paginas 696-926, 2007).
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A partir del compuesto A’, el grupo hidroximetileno terminal (-CH.OH) puede
transformarse facilmente por métodos ampliamente conocidos en la técnica sintética en
cualquiera de los grupos funcionales definidos previamente como Y, un grupo funcional
seleccionado entre —COOH, —CH2NH,, —CH>SH, y —CH2Ns. Por ejemplo, el grupo
hidroximetileno (-CH>OH) se puede oxidar directamente al grupo —COOH, con
oxidantes como oxigeno en presencia de un catalizador como platino, o transformarlo
en un grupo —CH:2N3 a través de la previa transformacion del grupo hidroxilo primario en
un grupo sulfonato (—CH2OSO2R’) y posterior sustitucion del grupo sulfonato por un
anion azida (Ns”) mediante reacciones convencionales de sustitucion nucleofilica
alifatica. El grupo —CH2;NH, puede prepararse también a partir del grupo —CH>OH, a
través del mismo sulfonato intermedio, por sustitucion nucleofilica del grupo sulfonato
con un nucledfilo nitrogenado, como NHs o un equivalente sintético del mismo, o incluso
a partir del propio grupo —CH2N3; mediante reacciones conocidas de reduccion del grupo
azida (N3) a amino (NH2), por ejemplo, via hidrogenacion catalitica o por tratamiento con
PhsP. De forma analoga, el grupo —CH>SH puede introducirse a través del mismo
sulfonato mediante sustitucion nucleofilica del grupo sulfonato por un grupo sulfhidrilo
(SH), bien directamente utilizando NaSH como nucledfilo o indirectamente utilizando un

nucledfilo tiolado equivalente sintético del mismo, por ejemplo, CH3COSK o (NH2).C=S.

Alternativamente, a partir del compuesto A, el grupo formilo terminal (-CH=0) puede
oxidarse directamente al grupo Y = —COOH con reactivos como AgNO3, NaCIlO, o CrOs,
0 puede reducirse al grupo hidroximetileno (R = —CH2OH) mediante alguno de los
reactivos reductores habitualmente utilizados para realizar esta transformacion, por
ejemplo, NaBH4, LIAIH[OC(CHs)s]s o Zn(BHs)2, para posteriormente transformar este
grupo en cualquiera de los grupos funcionales definidos previamente como Y, tal como

se ha mencionado previamente.

Ejemplos de estas interconversiones de grupos funcionales, ilustradas en el esquema
6, se describen, por ejemplo, en Delcanale et al., J. Org. Chem. 1986, 51, 567-569, para
transformar —-CH=0 en —COOH; Wang et al., J. Am. Chem. Soc. 2021, 29, 10948—
10962, para transformar —-CH=0 en —CH>OH; Shao et al., J. Agric. Food Chem. 1993,
41, 1391-1396, para transformar —-CH,OH en —CO;H; Wang et al., J. Agric. Food Chem.
2015, 63, 10013-10021, para transformar —-CH>,OH en —CHzN3; Minamoto et al., J.
Chem. Soc., Perkin Trans 1, 1990, (11), 3027-3033 para transformar —-CH>OH a través
del sulfonato intermedio en —CH2>NH>; Kerns et al., J. Am. Chem. Soc. 2000, 122, 12608—
12609, para transformar —CH2N3; en —CHoNH,; Wangler et al., J. Med. Chem. 2014, 57,
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4368-4381 para transformar —-CH>OH en —CH,SH a través también del mismo sulfonato

intermedio:

L.
CH; ~CO,H

T a partir de A

L A:R=CH=0
CH; "R A':R=CH,OH

v

l a partir de A’

O
L. -
" CH; ~"CHyN,
H
L. - > . ~Lo
Aty S cHaH, 1 CH; ~“CH,SH

H

-~ L ~
CH; ~“CH,OSO,R'

S

Esquema 6

Tal como se ilustra en el esquema 7, la sintesis del intermedio A’, con la cadena
hidrocarbonada finalizada en un grupo hidroximetileno (R = CH>OH), puede efectuarse
a partir de bromo- o cloro-alcoholes (i), donde L tiene el mismo significado dado
anteriormente, y 9-azabiciclo[6.2.0]dec-4-en-10-ona (iv). Tanto los bromo- y cloro-
alcoholes i, para una longitud de L de entre 1 y 10 atomos de carbono, como la B-
lactama iv son productos conocidos que estan disponibles comercialmente. La sintesis
se inicia con la derivatizacion adecuada del grupo hidroximetileno del bromo- o cloro-
alcohol i, bien transformandolo en el correspondiente grupo alcéxido por tratamiento con
una base fuerte, por ejemplo, NaH (G’ = Na) o CHsMgCl (G’ = MgCl), o protegiéndolo,
por ejemplo, como éter de tetrahidropiranilo (G’ = THP), de terc-butildimetilsililo (G’ =
Si'BuMe;) o de bencilo (G’ = CH,Ph), para dar un intermedio tal como ii, seguido de la
transformacion de este en el correspondiente organomagnesiano iii. Por otro lado, el
grupo NH de la B-lactama iv se protege también adecuadamente con un grupo G, del
tipo de los indicados previamente, para obtener el derivado B-lactamico v. La adicion
nucleofilica del organomagnesiano iii al grupo carbonilo de la B—lactama derivatizada v
con apertura concomitante del anillo B—lactamico conduce a la cetona vi, a partir de la
que se completa la construccion del sistema azabiciclico caracteristico mediante una

aminociclacion oxidativa regioselectiva que conduce al intermedio insaturado vii. La
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sintesis del intermedio A’ se completa a partir del producto formado en la reaccion
anterior mediante hidrogenacion del doble enlace y desproteccién del grupo hidroxilo

terminal del derivado hidrogenado formado viii, segun el esquema 7:

Hal L. . Hal L. .
TCH; "CH,OH | N e TR
Desprotonacion o
Hal es, por ejemplec, Bro Cl proteccion OH l M
g
Mg L
Hal ~eys o .
: CH; —CH0G NHG
NH NG iii
Proteccion apertura f-lactama CHz\L/CHzoG
© NH O  por organomagnesiano 0 .
iv v vi
G y G' = grupos protectores de NH y CH, respectivamente aminociclacion
oxidativa
Q o]
~chy HeHp00 @)L L. .
;H 2 z hidrogenacion ‘-,H CHy  CHOG
viii doble enlace vii
regeneracion del
grupo OH
0O
L. '
" “CH; "CH,OH A
H
Esquema 7

Tal como se ilustra en el esquema 8, la sintesis de un intermedio como A, con la cadena
hidrocarbonada finalizada en un grupo formilo (R = CH=0), puede efectuarse mediante
una estrategia sintética analoga, pero partiendo de un bromo- o cloro-acetal (ix), donde
L tiene el mismo significado dado anteriormente, y 9-azabiciclo[6.2.0]dec-4-en-10-ona
(iv). Los bromo- y cloro-acetales ix, para una longitud de L de entre 1 y 10 atomos de
carbono son también productos conocidos que estan disponibles comercialmente. La
sintesis del intermedio A se inicia con la transformacion del bromo- o cloro-acetal ix en
el correspondiente organomagnesiano X, que se hace reaccionar con el grupo carbonilo
de la B-lactama N-derivatizada v para proporcionar la cetona xi, a partir de la que se
completa la construccion del sistema azabiciclico mediante una aminociclacion oxidativa
regioselectiva que conduce al intermedio insaturado xii. La sintesis del intermedio A se
completa a partir del producto formado en la reaccion anterior mediante hidrogenacion

del doble enlace para dar xiii e hidrdlisis del grupo acetal de este al grupo formilo:
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ix Hal -,

CHz \(J —l
Hal es, por ejemplo, Br o Cl

~Mg__ L
al-M9~cp; \(i)?
NHG

H
X 0] O,>
Proteccmn @ apertura p-lactama CHZ\L/LO

O  por organomagnesiano O
G = grupo protector de NH aminqcic!acién
oxidativa
@O\ O
L._O
CH; -~
2 YJ hidrogenacién @#LCW \\/\)
xiii doble enlace xii O
hidrdliis del
grupo acetal

0
Lo
~"“CH; “CH=0 A

H
Esquema 8

El conjugado de formula (ll) de la presente invencion puede utilizarse para la produccion
de anticuerpos, o como antigeno de ensayo junto con un anticuerpo especifico de las
dihidroanatoxinas para determinar o detectar estas cianotoxinas en una muestra

mediante la tecnologia de inmunoensayo.

En otra realizacion de la presente invencion, X es un marcador no isotépico Q, en lugar
del péptido P de la formula (ll), como material portador del analogo funcionalizado de
dihidroanatoxina-a T-L-Y definido anteriormente. Cuando el material portador es un
marcador no isotdpico detectable, el derivado del analogo de dihidroanatoxina-a es un

compuesto de formula (lll):
[T-L-Z],-Q (i)
donde T, L, Z y Q tienen el mismo significado definido anteriormente.

El valor de m en este caso indica el grado de marcaje, es decir, la relacién molar entre
la fraccion derivada del fragmento T-L-Z y un marcador no isotopico detectable Q, en

el conjugado de férmula (lll) resultante.
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m es un numero con un valor entre 1 y 100, preferiblemente entre 1 y 50, mas

preferiblemente entre 1y 25, y especialmente preferible entre 1y 10.
Q es un marcador no isotdpico detectable.

"Detectable” significa que el marcador puede ser detectado por una técnica analitica o

por el ojo humano, o ambos modos.

En la presente invencion se entiende por “marcador” cualquier molécula o fragmento
que dé lugar a una senal medible por cualquier tipo de técnica analitica. En la presente
invencion, Q identifica un fragmento de una molécula, o una molécula quimica detectora,

marcadora o trazadora no isotopica.

En una realizacién preferida, Q esta seleccionado entre: una enzima, biotina, un
compuesto luminiscente, un fluoréforo, un marcador acoplado a un sistema de deteccion
indirecta. Preferentemente, Q se selecciona del grupo que consiste en biotina,
fluoresceina, un fluoréforo de cianina, un fluoréforo de rodamina, un fluoréforo de
cumarina, un bipirilo de rutenio, luciferina o uno cualquiera de sus derivados, un éster
de acridinio, nanoparticulas cuanticas (en inglés quantum dots), y nanoparticulas de oro

coloidal, de carbén o de latex.

Una enzima se entiende en la presente memoria como una proteina, péptido o

polipéptido, que actua como catalizador de reacciones bioquimicas.

Un sistema de deteccidn indirecta es un sistema que no mide directamente el parametro

deseado, sino que se obtiene su valor a través de las medidas de un parametro distinto.

Segun una realizacion preferida, el derivado de formula (lll) es un derivado de férmula
(1a)

(la)

m

donde Q se selecciona del grupo que consiste en peroxidasa, fosfatasa, oxidasa, biotina,
fluoresceina o nanoparticulas de oro coloidal, de carbon o de latex, y m es un valor

seleccionado entre 1y 10.

Segun ofra realizacion preferida, el derivado de formula (lll) es un derivado de férmula
(1b)
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o) o
A 1
~“CH; N (Illb)
H m

donde Q y m son como se ha definido previamente para (llla).

Segun ofra realizacion preferida, el derivado de formula (lll) es un derivado de formula
(Ice)

(llic)

donde Q y m son como se ha definido previamente para (llla).

El derivado marcado de formula (lll) de la presente invencién se puede obtener por un
procedimiento que comprende hacer reaccionar un analogo funcionalizado de
dihidroanatoxina-a de férmula T-L-Y (hapteno), donde T, L e Y se han definido
anteriormente, con Q, un marcador no isotopico, por métodos analogos a los
mencionados previamente para la preparacion de conjugados de un péptido y que
también son ampliamente conocidos en la técnica (Greg T. Hermanson, Bioconjugate

Techniques, Academic Press, London, UK, 2013).

Este compuesto de férmula (lll) puede utilizarse junto con un anticuerpo especifico de
dihidroanatoxinas para determinar o detectar estas cianotoxinas en una muestra

mediante la tecnologia de inmunoensayo.

En la presente memoria la palabra “compuesto” incluye todas las alternativas de la

formula (1), la férmula () o la féormula (lll) y equivale a la palabra “conjugado”.

Para obtener anticuerpos de elevada afinidad y especificidad hacia dihidroanatoxinas,
concretamente dihidroanatoxina-a y dihidrohomoanatoxina-a, asi como para desarrollar
inmunoensayos para analizar dichas cianotoxinas, se han preparado analogos
funcionalizados de dihidroanatoxina-a de formula T-L-Y (haptenos), es decir, analogos
estructurales de esta molécula que incorporan un grupo funcional Y susceptible de ser
utilizado para la conjugacién a un portador P o marcador Q. Este grupo funcional esta
separado del sistema azabiciclico de la molécula de dihidroanatoxina por un espaciador

L. La posicion por la que se une el espaciador L a la estructura de la dihidroanatoxina
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determina la posicién por la que produce la unién de ésta al portador P o marcador Q
durante la conjugacion a través del grupo funcional Y, condicionando la forma en que
se expone la estructura de la dihidroanatoxina al sistema inmunitario. Determinar cual
es la mejor posicion de la estructura de la dihidroanatoxina para incorporar el espaciador
L no es un aspecto obvio. En la presente invenciéon se demuestra la viabilidad de los
conjugados preparados mediante derivatizacién a través del atomo de carbono del
grupo metilo de la agrupacién acetilo de dihidroanatoxina-a. Particularmente se
demuestra la viabilidad de los conjugados de férmula (Il) como inductores de la
produccion de anticuerpos de afinidad y especificidad adecuadas frente a
dihidroanatoxina-a y dihidrohomoanatoxina-a, e incluso la viabilidad de los conjugados
de férmula (Il) o de los derivados marcados de formula (lll) para actuar como moléculas
competidoras que permitan el desarrollo de inmunoensayos sensibles y especificos para

dichas cianotoxinas.

En el contexto de esta invencion el término “anticuerpo” se refiere a la inmunoglobulina
que un animal genera o que sintetiza una célula hibrida (como hibridoma) de forma

especifica contra el inmunogeno de la invencion (conjugado de la invencion).

Por tanto, un aspecto adicional de la presente invencion se refiere a un anticuerpo (a
partir de ahora anticuerpo de la invencién) generado en respuesta a un conjugado de la
invencion, en particular al conjugado de férmula (Il). Mas preferiblemente los anticuerpos

son generados en respuesta al conjugado de formula (lla) o (llb).

Otro aspecto adicional de la invencion se refiere al uso del conjugado anteriormente

descrito de formula (ll) para la obtencion de anticuerpos.

Un nuevo aspecto de la invencidén se refiere a un anticuerpo que reconoce el conjugado

de formula (1) o el conjugado de férmula (lll).

En una realizacion particular, el anticuerpo puede ser policlonal (o, lo que es lo mismo,

antisuero), monoclonal, recombinante o un fragmento de anticuerpo.

El procedimiento de obtencion de los anticuerpos de la invencion a partir de conjugados
de la invencién se puede llevar a cabo por métodos ampliamente conocidos en la
técnica, como por ejemplo a partir de la inmunizacién de un animal. Los anticuerpos
generados a partir de un conjugado de la presente invencion pueden ser anticuerpos
policlonales o anticuerpos monoclonales. Los anticuerpos de la invencién tienen alta

afinidad y especificidad hacia ambas dihidroanatoxinas.
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Los términos “anticuerpo anti-dihidroanatoxina-a” y anti-dihidrohomoanatoxina-a” o
“anticuerpos anti-dihidroanatoxinas” se refieren a anticuerpos capaces de unirse a

dihidroanatoxina-a y dihidrohomoanatoxina-a.

En una realizacién particular, el valor de I[Cso hacia dihidroanatoxina-a y/o
dihidrohomoanatoxina-a de los anticuerpos de la invencion es inferior a 100 nM,
preferentemente inferior a 50 nM, mas preferentemente inferior a 10 nM, adn mas
preferentemente inferior a 5 nM, aun mas preferentemente inferior a 2 nM y aun mas

preferentemente inferior a 1 nM.

En una realizacion particular el anticuerpo de la invencion presenta el mismo o diferente
valor de ICso para dihidroanatoxina-a y dihidrohomoanatoxina-a, pudiendo ser inferior

para una de las dos dihidroanatoxinas.

Otro aspecto adicional de la invencion se refiere al uso de un anticuerpo, obtenido a
partir de conjugados de la invencién, para el analisis in vitro de dihidroanatoxinas. En
particular, el uso comprende poner en contacto una muestra que contiene
dihidroanatoxinas con dicho anticuerpo; y mas especificamente comprende:

a) poner en contacto la muestra con el anticuerpo definido anteriormente;

b) incubar la muestra y el anticuerpo de la etapa (a) durante un periodo de tiempo

adecuado para que tenga lugar una reaccion inmunoquimica; y

c) determinar la existencia de reaccion inmunoquimica tras la incubacion de la

etapa (b).

En una realizacién particular la muestra que contiene dihidroanatoxinas puede

comprender dihidroanatoxina-a o dihidrohomoanatoxina-a.

Otro aspecto adicional de la invencion se refiere al uso de un anticuerpo y un compuesto
de formula (I), (I) o (lll) definido anteriormente para el analisis in vitro de
dihidroanatoxinas mediante ELISA competitivo. En particular, este uso comprende:

a) poner en contacto una muestra con un anticuerpo anti-dihidroanatoxinas y con
el compuesto de formula (ll) o el derivado marcado de formula (lll) definido
anteriormente;

b) incubar la muestra, el anticuerpo y el compuesto de la etapa (a) durante un
periodo de tiempo adecuado para que tenga lugar una reaccion
inmunoquimica; y

c) determinar la existencia de reaccion inmunoquimica tras la incubacién de la

etapa (b).
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Un aspecto adicional de la invencién se refiere al uso de un anticuerpo y un compuesto
de féormula (I), (I) o (lll) definido anteriormente para el analisis in vitro de
dihidroanatoxinas mediante cromatografia de flujo lateral. Preferiblemente, este uso
comprende las siguientes etapas:

a) poner en contacto una muestra con el anticuerpo de la invencion;

b) incubar la muestra y el anticuerpo de la etapa (a) durante un periodo de tiempo

adecuado para que tenga lugar una reaccion inmunoquimica; y
c) determinar la existencia de reaccion inmunoquimica tras la incubacion de la

etapa (b) mediante separacion y concentracion inmunocromatografica.

Otro aspecto adicional de la invencién se refiere al uso del anticuerpo definido
anteriormente para la purificaciéon y/o concentracion de dihidroanatoxinas de una
muestra. Particularmente, este método se basa en inmovilizar al menos un anticuerpo
de la invencion sobre un soporte cualquiera y hacer pasar una muestra a través de dicho
soporte para que retenga las dihidroanatoxinas presentes en dicha muestra. La elucion
posterior de las dihidroanatoxinas retenidas en el soporte por métodos ampliamente
conocidos en la técnica (cambio de pH, modificacion de la fuerza idnica, utilizacién de
agentes caotropicos) permitira su purificacion y/o concentracién, en un sistema conocido
como cromatografia de inmunoafinidad. En una realizacién preferida, este uso

comprende realizar las siguientes etapas:

a) inmovilizar al menos un anticuerpo obtenido a partir de conjugados de férmula
(I de la invencion sobre un soporte;

b) hacer pasar una muestra a través de dicho soporte para que el anticuerpo
retenga las dihidroanatoxinas presentes en dicha muestra; y

c¢) eluir las dihidroanatoxinas retenidas por el anticuerpo en el soporte.

La determinacién de la reaccion inmunoquimica en el paso (¢) se puede realizar
mediante un ensayo competitivo, usando como competidor un compuesto de formula

(1) o un derivado marcado de férmula (Ill) como se ha definido anteriormente.

Un aspecto adicional de la presente invencion también se refiere a un kit de deteccion
de dihidroanatoxinas que utiliza al menos un anticuerpo de la invencién o un compuesto

de formula (ll) o de formula (lll) tal como se describen en la presente solicitud de patente.

Los usos descritos en la presente invencion permiten la determinacion cuantitativa o
analisis cualitativo del contenido de las cianotoxinas dihidroanatoxina-a y
dihidrohomoanatoxina-a en una muestra. Asimismo, los usos descritos en la presente

invencion permiten analizar el contenido de dihidroanatoxinas en diferentes tipos de
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muestras, por ejemplo, muestras medioambientales tales como aguas continentales, y
muestras de alimentos tales como suplementos dietéticos preparados con algas.
Preferentemente, la presente invencion proporciona un método de analisis in vitro de

dihidroanatoxina-a y dihidrohomoanatoxina-a en agua.

El término “inmunoensayo” hace referencia a un ensayo analitico en el que ocurre una
reaccion inmunoquimica para la deteccion o cuantificacion de un analito. Los
inmunoensayos competitivos son aquéllos en los que el analito compite con otra

molécula por la unién con el anticuerpo.

Los términos “inmundgeno” e “inmunogénico” tal como se utilizan en la presente
invencion se refieren a una sustancia que es reconocida como extrafa al organismo vivo
y por lo tanto es capaz de producir o de generar una respuesta inmunitaria en un
huésped. En la presente invencion el inmundgeno es un conjugado de formula (Il). El
término “antigeno” en esta solicitud de patente se refiere a una molécula capaz de
interaccionar especificamente con un anticuerpo. La interaccidbn o reaccion
inmunoquimica consiste en la union especifica y no covalente entre un anticuerpo y un

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

En la presente memoria el término “antigeno de ensayo”, “antigeno enzimatico” o
“trazador” se refiere a un conjugado de férmula (Il) o a un derivado marcado de férmula

(I que se utiliza en el ensayo competitivo.

Alo largo de la descripcion y las reivindicaciones, la palabra "comprende" y sus variantes
no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para
los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencién se
desprenderan en parte de la descripcion y en parte de la practica de la invencion. Los
términos “la” o “las” pueden referirse a uno o a una pluralidad de los elementos que
modifican (por ejemplo, "las dihidroanatoxinas" puede significar dihidroanatoxina-a y/o

dihidrohomoanatoxina-a).

A continuacion se ilustra con algunos ejemplos la forma en que puede efectuarse la
preparacion de analogos funcionalizados de dihidroanatoxina-a de férmula T-L-Y
(haptenos) y los correspondientes conjugados de férmula () y (1), que no pretenden
que sean limitativos de la presente invencién, y que sirven para mostrar no sélo la forma
en que puede efectuarse la preparaciéon de los mismos sino también la importancia que
puede tener la naturaleza estructural del conjugado de formula (ll) y (lll) para la

produccion de anticuerpos de afinidad y especificidad adecuadas hacia
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dihidroanatoxina-a y dihidrohomoanatoxina-a, aptos para el desarrollo de un método

inmunoanalitico eficaz.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Fig. 1. Curvas estandar para dihidroanatoxina-a (linea continua) vy
dihidrohnomoanatoxina-a (linea discontinua) en el formato de ELISA competitivo directo
usando el anticuerpo monoclonal lla#17, producido a partir del conjugado (lla) donde P
es BSA (conjugado BSA DA-1), con el trazador enzimatico (lllb) donde Q es HRP
(conjugado HRP_DA-2).

EJEMPLOS

A continuacioén, se ilustrara la invenciéon mediante unos ensayos realizados por los
inventores, que ponen de manifiesto la efectividad de los conjugados de férmulas () y
(II1) para la obtencion de anticuerpos frente a dihidroanatoxinas y el desarrollo de un
inmunoensayo de elevada sensibilidad y selectividad para las mismas. Los nimeros en
negrita hacen referencia a la correspondiente estructura que se muestra en los
esquemas. Estos ejemplos se presentan a modo de demostracién, pero de ningun modo

pueden suponer un limite a la invencion.
1. Técnicas generales

1.1. Reactivos, equipos y técnicas generales utilizadas en la preparacion de los

haptenos y conjugados

Todos los disolventes anhidros se secaron utilizando métodos estandar. Las reacciones
sensibles al aire y la humedad se llevaron a cabo bajo una atmdsfera de nitrégeno
utilizando material previamente secado en horno a 135 °C durante la noche. El progreso
de las reacciones se realiz6 mediante cromatografia en capa fina con placas de gel de
silice de 0,25 mm. Las placas se visualizaron bajo luz ultravioleta a 366 y 254 nm,
utilizando una solucién acuosa de molibdato cérico de amonio o una solucién etandlica
de acido fosfomolibdico y calor como agentes de revelado. La cromatografia se refiere
a la cromatografia en columna flash, que se realiz6 en gel de silice 60 (tamafo de
particula 40—63 um) con los solventes indicados en cada caso. Los espectros de RMN

de 'H y ®C se registraron a 25 °C, en el disolvente indicado, a 300/75 MHz
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(espectrometro Bruker Avancelll 300) o 500/126 MHz (Bruker Avance DRX500). Los
desplazamientos quimicos de "H'y '*C (escala d) se expresan en partes por millon (ppm)
respecto del tetrametilsilano y se refieren al protén o carbono residual en el disolvente
de RMN (CHCIs: 6 7,26 ppm y 77,16 ppm, respectivamente). Se utilizd6 una combinacion
de experimentos COSY y HSQC editado para asignar los desplazamientos quimicos de
'H y '3C. Las multiplicidades de los espectros de 'H se dan empleando las siguientes
abreviaturas: singlete (s), doblete (d), triplete (t), multiplete (m), doble doblete (dd), doble
triplete (dt), doble quintuplete (dq), doble doble doblete (ddd), doble triplete doblete (dtd)
y doble doblete triplete (ddt). Los espectros de masas de alta resolucion (EMAR) se
obtuvieron utilizando un equipo TripleTOF TM 5600 LC/MC/MC System, de AB Sciex
(Nieuwerkerk aan den IJssel, Paises Bajos), equipado con una fuente de electrospray.
Los datos obtenidos se expresan como relacion masa/carga (m/z). El analisis de los
conjugados se realizé con un espectrémetro de masas con analizador de tiempo de
vuelo e ionizacion por desorcion laser asistida por matriz (MALDI-TOF), modelo 5800
(AB Sciex MALDI-TOF/TOF), en modo lineal positivo (1500 disparos para cada posicién)
en un rango de masa de 12.000-100.000 m/z.

1.2. Reactivos, equipos y técnicas generales utilizadas en la generacion de anticuerpos

y el desarrollo de inmunoensayos

Los enantiomeros naturales (1R,2S,6R)-dihidroanatoxina-a y (1R,2S,6R)-dihidrohomo-
anatoxina-a de referencia se sintetizaron a partir de (1S,8R,Z)-9-azabiciclo[6.2.0]dec-4-
en-10-ona (Forro et al., Tetrahedron: Asymmetry, 2001, 15, 2875-2880), segun el
procedimiento utilizado previamente para la preparacion de los analogos racémicos
(Mann et al., Toxicon 2012, 60, 1404—-1414). La BSA (albumina de suero bovino fraccion
V) fue de Roche Applied Science (Mannheim, Alemania). Sigma/Aldrich (Madrid,
Espafia) proporcioné OVA (albumina de huevo), HRP (peroxidasa de rabano picante),
suero bovino y adyuvantes de Freund. La 3,3’,5,5-tetrametilbenzidina (TMB) utilizada
fue de Acros Organics. Para la purificacion de los conjugados de formula (Il) y (lll) se
utilizaron columnas preempaquetadas de desalinizacién Sephadex G-25 HiTrap™ de
GE Healthcare (Uppsala, Suecia) utilizando PB (tampdn fosfato sédico 100 mM, pH 7,4)
como tampon de elucion. Como anticuerpo de captura se us6 un anticuerpo policlonal
anti-inmunoglobulina de ratén (GAM) de Jackson Immunoresearch Europe (Ely, UK). Se
utilizaron placas Costar ELISA de poliestireno de 96 pocillos de alta adsorciéon y fondo
plano de Corning (Corning, NY, EE.UU.). Las absorbancias de ELISA se leyeron con un

lector de microplacas modelo PowerWave HT de BioTek Instruments (Winooski, VT, EE.
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UU.). Los pocillos de microplacas se lavaron con un lavador de microplacas ELx405

también de BioTek Instruments.

2. Preparacion de conjugados proteicos de formula (11)

Ejemplo 2.1. Preparacion de conjugados de formula (Il) para T = R-l, L = —CH>CH>—
Z = —(C=0)NH- y P = BSA (seroalbumina bovina) y OVA (ovoalbimina).

2.1.1. Preparacion del éster activo del hapteno de formula T-L-Y para T = R-l, L =
—CH2CH2>— e Y = —COOQOH (éster de N-hidroxisuccinimidilo del hapteno DA-1).

2.1.1.1. Preparacién de (1S,8R,Z)-10-ox0-9-azabiciclo[6, 2,0]dec-4-en-9-carboxilato de
terc-butilo (2).

H > s Boc
@ Boc,0, EtsN, DMAP
CH20|2, t.a., 5h 4 10
O 810A) 3 2 O
1 2

A una disolucion de la B-lactama (1S,8R,Z)-9-azabiciclo[6.2.0]dec-4-en-10-ona (Forro et
al., Tetrahedron: Asymmetry, 2001, 15, 2875-2880) [(-)-1, 239 mg, 1,58 mmol] y DMAP
(192,8 mg, 1,58 mmol) en CH:Cl; anhidro (3,6 mL) a 0 °C bajo nitrégeno se le adiciono
Boc,O (730 pL, 3,16 mmol) y EtsN (220 uL, 1,58 mmol). La disolucién resultante se dejo
alcanzar temperatura ambiente y se agité durante 5 horas. Transcurrido ese tiempo, la
mezcla de reaccién se decantd sobre una disolucion de HCI 1 M (10 mL) y se agito
cuidadosamente. Una vez ceso la emision de gases, la fase organica se separé y la fase
acuosa se extrajo con CHCIs. Las fases organicas reunidas se lavaron con salmuera, se
secaron sobre Na>SO4 anhidro, se filtraron y se concentraron a vacio. El crudo obtenido
se purificd por cromatografia (gel de silice, CHCI3/MeOH 99:1) para obtener la 3-lactama
protegida 2 (322,2 mg, 81%) como un sdlido blanco amorfo. RMN de 'H (500 MHz,
CDCls) 6 5,86-5,55 (m, 2H, H-4 y H-5), 4,08 (ddd, J = 11,5, 6,3 y 4,1, Hz, 1H, H-8), 3,29
(dt,J=11,5y 5,8 Hz, 1H, H-1), 2,48 (dtd, J= 13,6,4,0y 7,0, Hz, 1H, H-7), 2,44-2,36 (m,
2H, H-3 y H-6), 2,15-2,01 (m, 4H, H»>-2, H’-3 y H’-6), 1,90 (ddt, J = 13,6, 11,2y 6,6, Hz,
1H, H'-7), 1,49 (s, 9H, CMe; Boc); RMN de *C (125 MHz, CDCl3) § 168,4 (C-10), 148,3
(CO2 Boc), 130,6 y 130,8 (C-4 y C-5), 83,0 (CMes Boc), 56,4 (C-8), 52,9 (C-1), 28,2
(CMes Boc), 27,9 (C-7), 24,3 (C-3), 23,7 (C-2), 22,6 (C-6), EMAR (TOF, ESI+) calculado
para C14H22NO3 [M+H] * 252,1594, encontrado 252,1595.
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2.1.1.2. Preparacion de (1R,8S,2Z)-8-(4-(1,3-dioxolan-2-il)butanoil)cyclooct-4-en-1-

illcarbamato de terc-butilo (5).

0]
Br
@]
Mg, I, cat. ] THF, Reflujo, 5 h

(@)
Brv 3 2
Q/\/\‘O/\) A

N ooe A NHBoc
. r & o
5
o THF, -30°C, 1 h v J
0 0

85% .
2 ’ 5

A una suspension de virutas de Mg (126,4 mg, 5,2 mmol) en THF seco (2,5 mL) se
adiciono un cristal de |2, seguido del bromo-acetal 3 (350 uL, 2,58 mmol) y la mezcla se
refluyé durante 5 horas bajo atmdsfera de nitrégeno. La disolucion grisacea resultante
se dejo alcanzar temperatura ambiente antes de su uso y se valoré con acido benzoico
usando 4-(fenilazo)difenilamina (PDA) como indicador, obteniéndose una concentracion

0,16M del organomagnesiano 4.

Una disolucién del organomagnesiano 4 (3,5 mL, 0,560 mmol) se adicion gota a gota
sobre una disolucion agitada de la B-lactama 2 (109,5 mg, 0,435 mmol) en THF seco
(0,5 mL) a =30 °C bajo nitrégeno y la mezcla resultante se dejo con agitaciéon durante 1
hora a la misma temperatura. Tras este tiempo, la mezcla de reaccion se diluyd con una
disolucién saturada de NHiCl y agua y se extrajo con AcOEt. Las fases organicas
reunidas se lavaron con salmuera, se secaron sobre MgSO, anhidro, se filtraron y se
concentraron a vacio. El crudo de reaccion resultante se purifico por cromatografia (gel
de silice, hexano/acetato 8:2) para obtener la cetona 5 (135 mg, 85%) como un aceite
incoloro. Por RMN se observa que se trata de una mezcla de rotameros del grupo
carbamato y, por simplicidad, solo se dan las sefales del rotdmero mayoritario. RMN de
'H (300 MHz, CDCl3) & 5,74-5,56 (m, 2H, H-4 y H-5), 4,86 (s ancho, 1H, NH Boc), 4,81
(t, J=4,3Hz, 1H, H-5’), 4,13 (s ancho, 1H, H-1), 3,92 y 3,80 (cada uno m, cada uno 2H,
OCH2CH0), 2,83 (d ancho, J = 8,8 Hz, 1H, H-8), 2,60-2,42 (m, 2H, H.-2), 2,42-2,28 (m,
2H, H-3 y H-6), 2,20-1,94 (m, 4H, H-2, H’-3, H’-6 y H-7), 1,80-1,58 (m, 6H, H-2, H-7,
H,-3" y Hz-4’), 1,39 (s, 9H, CMe; Boc); RMN de *C (101 MHz, CDCls) & 212,3 (C-1’)
155,2 (CO2 Boc), 130,2y 129,5 (C-4 y C-5), 104,4 (C-5'), 79,4 (CMes Boc), 64,91 y 64,92
(OCH2CH20), 53,2 (C-8), 50,0 (C-1), 41,1 (C-2'), 33,3 (C-4), 33,1 (C-2), 28,4 (CMe3
Boc), 26,0 (C-7), 25,5 (C-6), 23,9 (C-3), 18,2 (C-3’); EMAR (TOF, ESI+) calculado para
C20H34NOs [M+H]'* 368,2431, encontrada 368,2427.
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2.1.1.3. Preparacion de (1S,5S,6R)-5-(4-(1,3-dioxolan-2-il)butanoil)-9-azabiciclo[4.2.1]

non-2-en-9-carboxilato de terc-butilo (6).

NHBoc Pd(OAc), Cu(OAc),
o -
J DMF, 70°C, 8h

99%

Una suspension de la cetona 5 (135 mg, 0,367 mmol), Pd(OAc). (23,6 mg, 0,096 mmol),
Cu(OAc)2 (150,9 mg, 0,83 mmol) en DMF (1,2 mL) se agité a 70 °C durante 8 horas bajo
atmosfera de nitrogeno. Tras finalizar, la mezcla de reaccion se diluyé con AcOEt y se
filtrd por gel de silice. El filtrado se lavé con agua, seguida de pequefias porciones de
LiCl al 1,5% y salmuera. Tras secarse sobre MgSO, anhidro y concentrarse a presion
reducida, se obtuvo el alqueno aza-biciclico 6 (133 mg, 99%) como un aceite amarillento
que se empled en la siguiente etapa sin purificacion adicional. Por RMN se observa que
se trata de una mezcla de rotameros del grupo carbamato y, por simplicidad, solo se
dan las sefiales del rotamero mayoritario. RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) & 5,63 (m, 1H,
H-3), 5,56 (m, 1H, H-2), 4,81 (t, J = 4,4 Hz, 1H, H-5"), 4,67 (dd ancho, J=7,2y 3,6 Hz,
1H, H-1), 4,43 (dt ancho, J = 8,6 y 2,9 Hz, 1H, H-6), 3,92 y 3,80 (cada uno m, cada uno
2H, OCH2CH:0), 2,68-2,56 (m, 1H, H-5), 2,56-2,46 (m, 2H, H»-2'), 2,46-2,34 (m, 2H, H-
4y H-7), 2,15-2,04 (m, 1H, H-4), 1,92-1,77 (m, 2H, H’-7 y H-8), 1,74-1,58 (m, 5H, H’-8,
H.-3' y Hz-4'), 1,38 (s, 9H, CMe; Boc); RMN de *C (126 MHz, CDCls) & 209,1 (C-1),
153,4 (CO. Boc), 132,5 (C-2), 125,6 (C-3), 104,3 (C-5), 80,1 (CMes Boc), 64,9
(OCH.CH20), 62,2 (C-5), 57,7 (C-1), 54,8 (C-6), 40,1 (C-2’), 34,2 (C-7), 33,1 (C-4"), 29,6
(C-8), 28,3 (CMes Boc), 24,4 (C-4), 18,4 (C-3’); EMAR (TOF, ESI+) calculado para
C20H32NOs [M+H]'* 366,2275, encontrado 366,2281.

2.1.1.4. Preparacion de (1R,2S,6R)-2-(4-(1,3-dioxolan-2-il)butanoil)-9-azabiciclo[4.2.1]

nonan-9-carboxilato de terc-butilo (7).

@ RhCI(PPh,); H, (3 atm)
Oj THF, ta. 16 h
o o
6

92%
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Una disolucion del alqueno azabiciclico 6 (79,6 mg, 0,217 mmol) y el catalizador de
Wilkinson (28,5 mg, 0,03 mmol) en THF anhidro (3 mL) se introdujo en un reactor
“tinyclave” de Blchi equipado con agitacion magnética y se presurizé a 3 atm con Hz a
temperatura ambiente y se mantuvo con agitacion vigorosa durante 16 horas. El reactor
se despresurizé y la mezcla de reaccion se llevé a sequedad. El residuo obtenido se
purificé por cromatografia (gel de silice, hexano/acetato 7:3) para obtener el compuesto
7 (73,4 mg, 92%) como un aceite amarillento. Por RMN se observa que se trata de una
mezcla de rotameros del grupo carbamato y, por simplicidad, solo se dan las sefales
del rotamero mayoritario. RMN de 'H (500 MHz, CDCl3) d 4,78 (m, 1H, H-5"), 4,36 (d
ancho, J = 9,0 Hz, 1H, H-1), 4,29 (d ancho, J = 9,2 Hz, 1H, H-6), 3,88 y 3,77 (cada uno
s ancho, cada uno 2H, OCH.CHz0), 2,61-2,42 (m, 2H, H»>-2), 2,39-2,15 (m, 2H, H-2 y
H-8), 2,03-1,92 (m, 1H, H-7), 1,82-1,69 (m, 4H, H-4, H-5, H’-7 y H’-8), 1,68-1,62 (m, 2H,
H>-3’), 1,62-1,53 (m, 3H, H-3 y H>-4’), 1,45-1,32 (m, 3H, H’-3, H-4 y H’-5), 1,32 (s, 9H,
CMes Boc); RMN de '*C (126 MHz, CDCls) & 209,9 (C-1’), 153,2 (CO- Boc), 104,3 (C-
5’), 79,8 (CMes Boc), 64,8 (OCH2CH-0), 61,0 (C-2), 56,1 (C-6), 55,4 (C-1), 40,3 (C-2)),
35,6 (C-8), 33,1 (C-4’), 32,4 (C-5), 28,2 (CMes Boc), 26,3 y 26,2 (C-3 y C-7), 22,1 (C-4),
18,4 (C-3’); EMAR (TOF, ESI+) calculado para C20H3sNOs [M+H] * 368,2431, encontrado
368,2434.

2.1.1.5. Preparacion del acido (1R,2’S,6°R)-5-(9-(terc-butoxicarbonil)-9-

azabiciclo[4.2.1]nonan-2-il)-5-oxopentanoico (8).

Reactivo de Jones
‘7 acetona, 0°C, t.a., 2h

88%

A una disolucion agitada del acetal 7 (33,8 mg, 0,092 mmol) en acetona (2 mL) enfriada
a 0 °C se adicion¢ el reactivo de Jones gota a gota con pipeta Pasteur (34 gotas, 1
gota/mg de 7) y la mezcla resultante se dejé alcanzar temperatura ambiente,
observandose la aparicion de un precipitado verdoso. Una vez finalizada la reaccién
(monitorizada por CCF, CHCls/Metanol 9:1), la mezcla de reaccion se diluyé con agua 'y
se extrajo con CHCls, las fases organicas reunidas se lavaron con salmuera y se secaron
sobre Na;SO,s anhidro. Tras eliminar el disolvente a presién reducida, el residuo
obtenido se purificd por cromatografia (gel de silice, CHCI3/MeOH 9:1) para obtener el

acido 8 (27,7 mg, 88%) como un aceite incoloro. Por RMN se observa que se trata de
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una mezcla de rotameros del grupo carbamato y, por simplicidad, solo se dan las
sefiales del rotamero mayoritario. RMN de "H (500 MHz, CDCls) & 4,42 (d ancho, J = 8,9
Hz, 1H, H-1’), 4,37 (d ancho, J = 8,5 Hz, 1H, H-6), 2,81-2,50 (m, 2H, H»>-4), 2,45-2,27
(m, 4H, H2>-2, H-2’, y H-8), 2,09-1,95 (m, 1H, H-7"), 1,95-1,69 (m, 6H, H»>-3, H-3’, H-4’,
H-5y H'-8’), 1,67-1,38 (m, 4H, H-3’, H-4’, H-5" y H’-7’), 1,42 (s, 9H, CMes; Boc); RMN
de *C (126 MHz, CDCIs) & 209,7 (C-5), 178,3 (C-1), 153,3 (CO, Boc), 80,1 (CMes Boc),
61,3 (C-2), 56,3 (C-6’), 55,6 (C-1’), 39,5 (C-4), 35,8 (C-8), 33,2 (C-2), 32,6 (C-5'), 28,6
(CMes Boc), 26,40 y 26,34 (C-3' y C-7’), 22,2 (C-4’), 19,1 (C-3); EMAR (TOF, ESI+)
calculado para C1sH3oNOs [M+H]* 340,2118, encontrado 340,2124.

2.1.1.6. Preparacion de (1R,2S,6R)-2-(5-((2,5-dioxopirrolidin-1-il) oxi)-5-oxopentanoil)-9-

azabiciclo [4.2.1]nonan-9-carboxilato de terc-butilo (9).

DSC, Et;N
OH
CH,Cl,, t.a., 3h,

o o 75%

A una disolucion del acido 8 (8,8 mg, 0,026 mmol) y carbonato de N,N’-disuccinimidilo
(9,7 mg, 0,038 mmol) en CH.ClI, (325 uL) se adiciono EtsN (9,2 mg, 12,6 uL, 0,091 mmol)
a 0 °C bajo nitrogeno. La mezcla de reaccién se dejo alcanzar temperatura ambiente
con agitacion durante 3 horas, se diluy6 con CH.Cl.y se lavo con agua y salmuera y se
secoO sobre MgSOq anhidro. Tras filtrar y eliminar el disolvente a presién reducida, se
obtuvo el éster de N-hidroxisuccinimidilo 9 (8,5 mg, 75%) como un aceite incoloro que
se empled en la siguiente etapa sin purificaciéon adicional. Por RMN se observa que se
trata de una mezcla de rotameros del grupo carbamato y, por simplicidad, solo se dan
las sefiales del rotamero mayoritario. RMN de 'H (500 MHz, CDCls) & 4,42 (d ancho, J
= 9,1 Hz, 1H, H-1), 4,37 (d ancho, J = 6,4 Hz, 1H, H-6), 2,84 (s ancho, 4H,
COCH2CH2CO), 2,80-2,55 (m, 4H, H2-2’ y H>-4"), 2,45-2,36 (m, 1H, H-8), 2,36-2,26 (m,
1H, H-2), 2,12-1,97 (m, 3H, H»>-3'y H-7), 1,93-1,68 (m, 4H, H-3, H-4, H-5 y H-8), 1,66-
1,35 (m, 4H, H'-3, H'-4, H-5 y H'-7), 1,38 (s, 9H, CMes Boc); RMN de "*C (126 MHz,
CDClIz) 6 209,2 (C-1’), 169,2 (COCH2CH2CO), 168,5 (C-5’), 153,3 (CO2 Boc), 80,0 (CMes
Boc), 61,4 (C-2), 56,3 (C-6), 55,6 (C-1), 38,8 (C-2), 35,8 (C-8), 32,6 (C-5), 30.2 (C-4),
28,4 (CMes Boc), 26,4y 26,2 (C-3 y C-7), 25,7 (COCH,CH>CO), 22,2 (C-4), 19,1 (C-3");
EMAR (TOF, ESI+) calculado para C22H3sNO7 [M+H] * 437,2282, encontrado 437,2272.
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2.1.1.7. Preparacion del éster de N-hidroxisuccinimidilo del hapteno DA-1 como sal del

acido trifluoroacético (10).

O CF4CO,H-CH,Cl,
0.
N ta., 15 min

O O 99%

El éster de N-hidroxisuccinimidilo 9 (8,0 mg, 0,018 mmol) se disolvié en una mezcla 3:1
de CH.CI, anhidro y CF3CO2H (300 uL) y la mezcla se agité a temperatura ambiente
durante 15 minutos. Seguidamente, la mezcla de reacciéon se llevo a sequedad en el
rotavapor y el exceso de CF3CO2H se elimind por ciclos de dilucién y concentracion con
benceno anhidro (3 veces). El residuo resultante se mantuvo a alto vacio durante toda
la noche para proporcionar el éster de N-hidroxisuccinimidilo del hapteno DA-1 como
sal de trifluoroacetato (10, 8,1 mg, 99%) como un aceite amarillento. RMN de 'H (500
MHz, CDCIz) & 10,21 (s, 1H, NH), 8,36 (s, 1H, NH), 4,55 (s ancho, J = 10,2 Hz, H-1),
4,25 (s ancho, 1H, H-6), 2,83 (s ancho, 4H, COCH,CH.CO), 2,78-2,71 (m, 2H, H-2),
2,78-2,55 (m, 4H, H>-2'y H»-4'), 2,56-2,46 (m, 1H, H-8), 2,39-2,30(m, 1H, H-7), 2.28 (dt,
J=14.7,7.4 Hz, 1H, H-3), 2,08-1,97 (m,1H, H-5), 1,99 (quintuplete, J = 7,0 Hz, 2H, H»-
3'), 1,96-1,76 (m, 4H, H'-3, H-4, H'-7 y H'-8), 1,76-1,61 (m, 2H, H'-4 y H'-5); RMN de 3C
(126 MHz, CDCls) 6 210,2 (C-1'"), 169,3 (COCH2CH.CO), 168,4 (C-5"), 161,8 (c, J=35.8
Hz, CF3CO.), 116,5 (c, 291,8 Hz, CF3CO.), 58,5 (C-6), 56,6 (C-1), 54,5 (C-2), 38,5 (C-
2", 32,0 (C-5), 30,8 (C-8), 29,9 (C-4"), 28,0 (C-7), 26,8 (C-3), 25,7 (COCH-CH2CO), 21,3
(C-4), 18,5 (C-3’); EMAR (TOF, ESI+) calculado para Ci7H2sN20s [M-CF3CO2 ]
337,1758, encontrado 337,1756.

2.1.2. Preparacion de conjugados del hapteno DA-1 con proteinas

2.1.2.1. Preparacion del conjugado del hapteno DA-1 con BSA [conjugado BSA_DA-
1].

CF4CO, . ‘ )
NH
PB 100 mM (pH 7,4), DMF

o 20h, t.a. m

10
éster activo hapteno DA-1 Conjugado BSA_DA-1; m = 21
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Una disolucion aproximadamente 50 mM en DMF del éster activo del hapteno DA-1 (10,
136 pL) obtenido en la reaccion anterior, se afiadié lentamente y con agitacion sobre
1,21 mL de una disolucion de BSA (15 mg/mL) en tampon fosfato 100 mM, pH 7,4 (PB).
La reaccion de conjugacion se incubd durante 20 horas con agitacion a temperatura
ambiente. Transcurrido este tiempo, el bioconjugado de BSA formado se purificd por
cromatografia de exclusién molecular en 3 columnas de desalinizacién Sephadex G-25
HiTrap™ de 5 mL acopladas, utilizando como tampodn de elucion PB. Tras el proceso de
purificacion, las fracciones recogidas que contenian el bioconjugado de BSA se
reunieron, se esterilizaron por filtracion a través de un filtro de nylon de 0,45 ym vy se
llevaron a una concentracién final de 3 mg/mL con tampoén de elucion filtrado y se

almacenaron a =20 °C.

Para determinar la carga hapténica (m) obtenida en el conjugado, una alicuota de 33,3
ML de la disolucion del conjugado BSA_DA-1 purificado se diluyé a 100 yL con agua
desionizada y se dializé (dialisis contra 5 L de agua desionizada con al menos 3 a 4
cambios de agua por 24 horas a 4 °C); finalmente, el producto dializado se utilizé para
calcular la eficiencia de la conjugacion en términos del nimero medio de moléculas de
hapteno DA-1 acopladas por molécula de BSA mediante MALDI-TOF-MS (m = 21, ver
Tabla 2, entrada 1).

2.1.2.2. Preparacion del conjugado del hapteno DA-1 con OVA [conjugado OVA_DA-
1].

H,N-{ OVA [-NH,

CF4CO,
ﬁ PB 100 mM (pH 7,4), DMF o 5

o 20N, t.a. m

10
éster activo hapteno DA-1 Conjugado OVA_DA-1;m = 5,3

136 uL de una disolucion 50 mM en DMF del éster de N-hidroxisuccinimidilo del hapteno
DA-1 (10) afiadio lentamente y con agitacion a un volumen de 2,13 mL de una disolucion
de OVA (15 mg/mL) en PB. Después de 20 horas de reaccion en agitaciéon lenta a
temperatura ambiente, el conjugado formado se purific6 como se ha descrito
anteriormente para el conjugado de BSA. Las fracciones recogidas se llevaron a una

concentracion final de-1 mg/mL en tampdn de elucion con timerosal al 0,01% (v/v) y se
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almacenaron a —-20 °C. Una alicuota de 100 pyL del conjugado OVA_DA-1 recién
purificado se dializé y el numero medio de moléculas de hapteno DA-1 por molécula de
OVA se determindé mediante MALDI-TOF-MS (m = 5,3, ver Tabla 2, entrada 3).

Ejemplo 2.2: Preparacion de conjugados de formula () para T= R-l, L =
—CH2CH2CH2CH2—, Z = —(C=0O)NH- y P = BSA (seroalbumina bovina) y OVA

(ovoalbumina).

2.2.1. Preparacion del éster activo del hapteno de formula T-L-Y para T = R-l, L =
—CH2CH2CH2CH2— e Y = —COOH (éster de N-hidroxisuccinimidilo del Hapteno DA-2).

2.211. Preparacion de rac-(1R,8S,2)-8-(7-hidroxiheptanoil)ciclooct-4-en-1-

illcarbamato de terc-butilo (13).

Cl \/\/\/\OH 11

|
1. CH3MgCl, THF, 0°C

2. Mg, I, THF, reflujo, 2 h

CIMg_~_"~_"~
,Boc 9 OMgCI
o) THF, -30°C, 1 h
57%

A una suspension de virutas de Mg (536,4 mg, 21,95 mmol) en THF seco (10 mL)
enfriada a 0 °C bajo nitrdgeno se le adicioné un cristal de yodo y 6-clorohexanol (11,
980 L, 1,003 mg, 7,3 mmol). La mezcla se agitdé en las mismas condiciones y se
adiciono gota a gota una disolucion 3 M de CIMgCHs en THF anhidro (2,8 mL, 7,3 mmol).
Una vez ceso la emision de gases, la mezcla se refluyé a la temperatura del disolvente
durante 2 horas. La disolucion resultante se dejo enfriar a temperatura ambiente antes
de su uso y se valoro con acido benzoico usando (fenilazo)difenilamina como indicador,

obteniéndose una concentracion 0,25 M del organomagnesiano 12.

La disolucién recientemente preparada del organomagnesiano 12 (5 mL, 1,25 mmol) se
adicion6 gota a gota sobre una disolucion de la B-lactama racémica 2 (236 mg, 1,020
mmol) — preparada como se describe en Parsons et al., Tetrahedron 1999, 56, 309-315
—en THF anhidro (1 mL) a =30 °C bajo atmdsfera de nitrégeno. La mezcla de reacciéon

se agitd durante 1 hora en las mismas condiciones, se traté con una disolucién saturada
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de NH4Cl y agua y se extrajo con AcOEt. Las fases organicas reunidas se lavaron con
salmuera, se secaron sobre MgSQO4 anhidro, se filtraron y se concentraron a vacio. El
crudo de reaccion resultante se purificé por cromatografia (gel de silice, hexano/acetato
8:2) para obtener la cetona 13 (181 mg, 57%) como un aceite incoloro. Por RMN se
observa que se trata de una mezcla de rotameros del grupo carbamato y, por
simplicidad, solo se dan las sefales del rotdmero mayoritario. RMN de 'H (300 MHz,
CDCIs) & 5,90-5,67 (m, 2H, H-4 y H-5), 4,83 (s ancho, 1H, NH), 4,16 (s ancho, 1H, H-1),
3,62 (t, J = 6,5 Hz, 2H, H>-7’), 2,84 (d ancho, J = 10,6 Hz, 1H, H-8), 2,58-2,29 (m, 4H,
H>-2', H-3 y H-6), 2,21-1,92 (m, 4H, H-2, H’-3, H'-6 y H-7), 1,83-1,67 (m, 2H, H-2 y H'-
7), 1,61-1,49 (m, 4H, H>-3’ y H2>-6’), 1,41 (s, 9H, CMes Boc), 1,40-1,24 (m, 4H, H>-4’ y
H2-5"); RMN de "*C (75 MHz, CDCls) & 212,8 (C-1’), 155,2 (CO Boc), 130,5y 129,4 (C-
4y C-5), 79,5 (CMes Boc), 62,9 (C-7°), 53,0 (C-8), 50,0 (C-1), 41,3 (C-2’), 33,5 (C-2),
32,7 (C-6’), 28,9 (C-5’), 28,5 (CMes Boc), 26,0 (C-7), 25,6 (C-4’), 25,4 (C-6), 24,0 (C-3),
23,7 (C-3"); EMAR (TOF, ESI+) calculado para CoH3sNO4 [M+H] * 354,2639, encontrado
354,2629.

2.2.1.2. Preparacion de rac-(1S,5S,6R)-5-(7-((hidroxiheptanoil)-9-azabiciclo[4.2.1]non-

2-en-9-carboxilato de terc-butilo (14).

NHBoc oH Pd(OAc), Cu(OAc),
DMF

O 70°C, 8h
74%

13

Una suspension del alqueno 13 (49,7 mg, 0,14 mmol), Pd(OAc)2 (10,6 mg, 0,028 mmol)
y Cu(OAc). (57,3 mg, 0,294 mmol) en DMF (460 pL) se agité a 70 °C bajo nitrégeno
durante 8 horas. Trascurrido ese tiempo, la mezcla de reaccion se enfrié a temperatura
ambiente, se diluyé con Et;0 y se filtré a través de gel de silice, utilizando Et,O para el
lavado. El filirado y los lavados se reunieron y se lavaron sucesivamente con agua, una
disolucion acuosa al 1,5% de LiCl y salmuera. Tras secarse sobre MgSO4 anhidro y
concentrarse a presion reducida, se obtuvo el biciclo 14 (48 mg, 74%) como un aceite
amarillento, suficientemente puro por RMN de 'H para ser utilizado en la siguiente etapa
sin purificacién adicional. Por RMN se observa que se trata de una mezcla de rotameros
del grupo carbamato y, por simplicidad, solo se dan las sefales del rotamero mayoritario.
RMN de 'H (500 MHz, CDCls) 5,65 (m, 1H, H-3), 5,58 (m, 1H, H-2), 4,71 (dd, 1H, dd
ancho, J = 7,3, 3,8 Hz, H-3), 4,46 (dt ancho, 1H, J = 8,7, 3,1 Hz, H-2), 3,64 (t, 2H, J =
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6,3 Hz, H>-7"), 2,70-2,59 (m, 1H, H-5), 2,58-2,38 (m, 4H, H>-2’, H-4 y H-7), 2,19-2,07 (m,
1H, H-4), 1,95-1,77 (m, 2H, H'-7 y H-8), 1,73-1,51 (m, 5H, H»>-3’, H>-6" y H’-8), 1,42 (s,
9H, CMes Boc), 1,46-1,25 (m, 4H, H>-4’ y H»-5"); RMN de *C (126 MHz, CDCls) d 209,
6 (C-1’), 153,5 (CO2 Boc), 132,6 (C-2), 125,6 (C-3), 80,2 (CMes Boc), 63,0 (C-7"), 62,4
(C-5), 57,8 (C-1), 54,9 (C-6), 40,5 (C-2'), 34,3 (C-7), 32,7 (C-6"), 29,7 (C-8), 29,2 (C-4"),
28,4 (CMes Boc), 25,7 (C-5"), 24,4 (C-4), 23,9 (C-3'); EMAR (TOF, ESI+) calculado para
C20H3sNO4 [M+H]'* 352,2482, encontrado 352,2480.

2.2.1.3. Preparacion de rac-(1R,2S,6R)-2-(7-hidroxiheptanoil)-9-azabiciclo[4.2.1]Jnonan-

9-carboxilato de terc-butilo (15).

H, (3 atm), Pd/C
OH  AcOEt, ta., 5h
5 92%
14

Una suspension del alqueno 14 (43 mg, 0,12 mmol) y 10% Pd/C (13,5 mg, 0,012 mmol
Pd) en AcOEt (2 mL) se hidrogen6 a temperatura ambiente durante 5 horas bajo una
presion de hidrogeno de 3 bares en un reactor a presién “tinyclave” de Blchi equipado
con agitacion magnética. Posteriormente, el reactor se despresurizé y la mezcla se filtro
a través de celite, lavando con AcOEt. Tras evaporar el disolvente a vacio, se obtuvo el
compuesto azabiciclico saturado 15 (40 mg, 92%) como un aceite incoloro que se
empled en la siguiente etapa sin purificacién adicional. Por RMN se observa que se trata
de una mezcla de rotameros del grupo carbamato y, por simplicidad, solo se dan las
sefiales del rotamero mayoritario. RMN de 'H (500 MHz, CDCl;) & 4,42 (d ancho, 1H, J
= 9,0 Hz, H-1), 4,36 (d ancho, J = 6,4 Hz, 1H, H-6), 3,63 (t, J = 6,2 Hz, 2H, H»>-7’), 2,63-
2,34 (m, 3H, H2>-2" y H-8), 2,34-2,22 (m, 1H, H-2), 2,04 (m, 1H, H-7), 1,92-1,68 (m, 4H,
H-3, H-4, H-5 y H’-8), 1,67-1,51 (m, 6H, H’-3, H2-3’, H>-6’ y H’-7), 1,51-1,27 (m, 6H, H'-
4, H-5, Hx-4’ y Hy-5’), 1,39 (s, 9H, CMe; Boc); RMN de C (126 MHz, CDCls) & 210,6
(C-1’), 153,3 (CO2 Boc), 80,0 (CMes Boc), 63,0 (C-7), 61,2 (C-2), 56,3 (C-6), 55,6 (C-1),
40,7 (C-2’), 35,8 (C-8), 32,7 (C-5y C-6'), 29,2 (C-4’), 28,4 (CMes Boc), 26,41y 26,37 (C-
3y C-7), 25,8 (C-5), 24,1 (C-3"), 22,3 (C-4); EMAR (TOF, ESI+) calculado para
C20H3sNO4 [M+H] * 354,2639, encontrado 354,2641.
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2.2.1.4. Preparacion del acido rac-(1'R,2’S,6°R)-7-(9-(terc-butoxicarbonil)-9-azabiciclo
[4.2.1] nonan-2-il)-7-oxo heptanoico (17).

Periodinano de
Dess-Martin
OH g H
CH,CI,, t.a., 40 min

NaClO,, NaH,PO, 85%
2-metil-2-buteno

'BuOH-H,0 5:1
0°C, 10 min

A una disolucién del alcohol 15 (25,2 mg, 0,0713 mmol) en CH2Cl» (2,8 mL) se agregé
periodinano de Dess-Martin (36,2 mg, 0,085 mmol) y la mezcla se dejo con agitacion a
temperatura ambiente durante 40 minutos. Pasado este tiempo, la mezcla de reaccién
se tratd con una disolucién saturada de Na>SOs (3 mL) y se dejé con agitacién 30
minutos. A continuacion, la mezcla se diluyé con CH2Cl; y se lavo sucesivamente con
una disolucion de NaHCOs al 5%, agua y salmuera. Tras secar la fase organica sobre
MgSO, anhidro, filtrarse y concentrar a vacio, se obtuvo el aldehido 16 (22,3 mg) como
un aceite incoloro que inmediatamente se oxido al correspondiente acido carboxilico, tal

como se describe a continuacion.

A una disolucién del aldehido 16 (22,3 mg, 0,0634 mmol) en una mezcla 5:1 de ‘BuOH-
H2O (1 mL) enfriada a 0 °C se adicionaron de forma consecutiva 2-metil-2-buteno (65
gL, 1,3 mmol), NaH2PO4 (26,8 mg, 0,19 mmol) y NaClOz (17,9 mg, 0,19 mmol). Una vez
disueltos los sdlidos, la mezcla de reaccion se agitdé durante 10-15 minutos. Pasado ese
tiempo, la mezcla de reaccion se acidificé con una disolucion de KHSO4 al 10% y se
extrajo con CHCIs, Las fases organicas reunidas se lavaron con salmuera y se secaron
sobre MgSO,4 anhidro. Tras filtrar y eliminar el disolvente a presién reducida, se obtuvo
el acido 17 (22,4 mg, 85% desde el alcohol 15) como un aceite incoloro que se empled
en la siguiente etapa sin purificacién adicional. Por RMN se observa que se trata de una
mezcla de rotameros del grupo carbamato y, por simplicidad, solo se dan las sefiales
del rotamero mayoritario. RMN de 'H (500 MHz, CDCl3) 8 4,42 (d ancho, 1H, J = 8,9 Hz,
H-1"), 4,37 (d ancho, J = 8,8 Hz, 1H, H-6'), 2,63-2,46 (m, 2H, H»-6), 2,45-2,37 (m, 1H, H-
8", 2,35 (t, J = 7,3 Hz, 2H, H»>-2), 2,33-2,22 (m, 1H, H-2'), 2,11-1,98 (m,1H, H-7"), 1,92-
1,72 (m, 4H, H-3', H-4', H-5' y H’-8'), 1,70-1,55 (m, 5H, H2>-3, H>-5y H'-7"), 1,55-1,30 (m,
5H, H'-3', H'-4', H,-4 y H'-5"), 1,39 (s, 9H, CMe; Boc); RMN de "*C (126 MHz, CDCls) &
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210,4 (C-7), 179,1 (C-1), 153,4 (CO- Boc), 80,1 (CMes Boc), 61,2 (C-2), 56,3 (C-6’),
55,6 (C-1’), 40,5 (C-6), 35,8 (C-8), 33,7 (C-2), 32,6 (C-5'), 28,8 (C-4), 28,4 (CMes Boc),
26,40 y 26,35 (C-3' y C-7’), 24,6 (C-5), 23,7 (C-3), 22,3 (C-4’); EMAR (TOF, ESI+)
calculado para CzH34NOs [M+H] *368,2431, encontrado 368,2420.

2.2.1.5. Preparacion de rac-(1R,2S,6R)-2-(7-((2,5-dioxopirrolidin-1-il) oxi)-7-

oxoheptanoil)-9-azabiciclo [4.2.1]nonan-9-carboxilato de terc-butilo (18).

DSC, Et;N
OH -
CH,Cl,, t.a., 3 h

O 0] 67%
17

A una disolucién del acido 17 (12,5 mg, 0,034 mmol) y carbonato de N,N’-disuccinimidilo
(13 mg, 0,050 mmol) en CH.Cl,; anhidro (430 pL) enfriada a 0 °C bajo nitrégeno se
anadié EtsN (17 uL, 0,012 mmol) y la mezcla resultante se dejo alcanzar lentamente
temperatura ambiente durante 3 horas. La mezcla de reaccién se diluyé con CH.Cl; y
agua y se extrajo con CH.Cl,, Las fases organicas reunidas se lavaron con salmuera y
se secaron sobre MgSQ4 anhidro. Tras filtrar y eliminar el disolvente a vacio, se obtuvo
el éster de N-hidroxisuccinimidilo 18 (10,7 mg, 67%) como un aceite incoloro. Por RMN
se observa que se trata de una mezcla de rotameros del grupo carbamato vy, por
simplicidad, solo se dan las sefales del rotdmero mayoritario. RMN de 'H (500 MHz,
CDCl3) 6 4,42 (d ancho, 1H, J = 9,0 Hz, H-1), 4,37 (d ancho, J = 8,9 Hz, 1H, H-6), 2,83
(s, 4H, COCH3CH.CO), 2,60 (t, J = 7,3 Hz, 2H, H2-6'), 2,58-2,44 (m, 2H, H2-2'), 2,46-
2,36 (m, 1H, H-8), 2,34-2,22 (m, 1H, H-2), 2,10-1,98 (m,1H, H-7), 1,92-1,69 (m, 6H, H-
3, H-4, H-5, H-8 y H»-5'), 1,67-1,56 (m, 3H, H»>-3'y H'-7 ), 1,56-1,37 (m, 5H, H'-3, H'-4,
H'-5 y Hx-4"), 1,39 (s, 9H, CMe; Boc); RMN de *C (126 MHz, CDCl3) & 210,2 (C-1"),
169,3 (COCH.CH.CO), 168,6 (C-7"), 153,3 (CO2 Boc), 80,0 (CMes Boc), 61,2 (C-2), 56,3
(C-6), 55,6 (C-1), 40,4 (C-2'), 35,8 (C-8), 32,6 (C-5), 30,9 (C-6'), 28,6 (C-4"), 28,4 (CMe3
Boc), 26,42 y 26,33 (C-3 y C-7), 25,7 (COCH2CH=CO), 24,6 (C-5'), 23,5 (C-3"), 22,2 (C-
4); EMAR (TOF, ESI+) m/z calculado para C24H37N2O7 [M+H] ™ 465,2595, encontrado
465,2598.

2.2.1.6. Preparacion del éster de N-hidroxisuccinimidilo del hapteno DA-2 como sal del

acido trifluoroacético (19).
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O  CFsCOH-CH,Cl, ®
O. . 5
N CH,Cl,, t.a., 15 min

o o} 99%

El éster 18 (10,7 mg, 0,023 mmol) se disolviéo en una mezcla 3:1 de CH2Cl> anhidro y
CF3CO2H (370 uL) y la disolucion resultante se agité a temperatura ambiente durante
15 minutos. Seguidamente, la mezcla de reaccion se llevé a sequedad en el rotavapor
y el exceso de CF3CO2H se elimind por ciclos de dilucién y concentracién con benceno
(3 veces) para obtener el éster de N-hidroxisuccinimidilo del hapteno DA-2 como sal del
acido trifluoroacético (19, 11,7 mg, 99%) como un aceite amarillento. RMN de 'H (500
MHz, CDCIs) 6 10,30 (s, 1H, NH), 7,88 (s, 1H, NH), 4,45 (s ancho, 1H, H-1), 4,26 (s
ancho, 1H, H-6), 2,83 (s ancho, 4H, COCH2CH.CO), 2,76 (dd, J = 9,6, 6,5 Hz, 1H, H-2),
2.60 (td, J=7,2, 1,4 Hz, 2H, H»-6"), 2,58-2,40 (m, 3H, H2>-2' y H-8), 2,38-2,29 (m, 1H, H-
7),2.24 (dt, J= 15,0, 7,6 Hz, 1H), H-3), 2.02 (ddt, J = 15,8, 10,3, 4,6 Hz, 1H, H-5), 1,88-
1,77 (m, 4H, H'-3, H-4, H'-7 y H'-8), 1,77-1,67 (m, 4H, H'-4, H'-5 y H»-5'), 1.59 (dq, J =
13,9, 6,6 Hz, 2H, H»-3'), 1.38 (p, J = 7,6 Hz, 2H, H»-4'); RMN de '°F (471 MHz, CDCl;) &
-75,4 (CF5CO2); RMN de *C (126 MHz, CDCls) & 211,7 (C-1'), 169,5 (COCH.CH,CO),
168,7 (C-7'), 161,5 (c, J = 36.6 Hz, CF3COz2), 116,2 (c, 292,2 Hz, CF3CO.), 58,3 (C-6),
57,1 (C-1), 53,7 (C-2), 40,5 (C-2'), 32,0 (C-5), 30,8 (C-6’), 30,3 (C-8), 28,4 (C-7), 28,1
(C-4’), 26,8 (C-3), 25,7 (COCH2CH>CO), 24,5 (C-5'), 22,8 (C-3'), 21,2 (C-4); EMAR (TOF,
ESI+) calculado para C1gH29N205 [M-CF3CO2]" 365,2071, encontrado 365,2067.

2.2.2. Preparacion de los conjugados del hapteno DA-2 con proteinas

2.2.2.1. Preparacion del conjugado del hapteno DA-2 con BSA [conjugado BSA DA-2].

NH,
CF4CO, H2NNH2
0]
H
o (o
@M : ®Y\W“
o) 0 PB 100 mM (pH 7.4), DMF 0o o

19 o 20h, t.a. m
éster activo hapteno DA-2 Conjugado BSA_DA-2: m=129

Preparado siguiendo el mismo procedimiento descrito anteriormente para el conjugado
BSA_DA-1 (apartado 2.1.2.1) a partir de 205 pL de una disolucién 50 mM en DMF del
éster de N-hidroxisuccinimidilo del hapteno DA-2 (19) y 1,5 mL de una disolucion de

BSA (15 mg/mL) en PB. Tras el proceso de purificacion, las fracciones recogidas que
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contenian el conjugado de BSA se reunieron, se esterilizaron por filtracion a través de
un filtro de nylon de 0,45 uym y se llevaron a una concentracion final de 2 mg/mL con
tampon de elucion filtrado y se almacenaron a —20 °C. El numero medio de moléculas
del hapteno DA-2 conjugadas por cada molécula de BSA, determinado por MALDI-TOF-
MS, fue de m = 12,9 (ver Tabla 2, entrada 2).

2.2.2.2. Preparacion del conjugado del hapteno DA-2 con OVA [conjugado OVA_ DA-
2].

NH2
CF;CO, NH2
@M %H OVA
b PB 100 mM (pH 7,4), DMF o) e}
20h, ta. m
éster activo hapteno DA-2 Conjugado OVA_DA-2; m = 3,3

Preparado como se ha descrito anteriormente para el bioconjugado OVA_DA-1
(apartado 2.1.2.2) a partir 122 pL de una disoluciéon 50 mM en DMF del éster de N-
hidroxisuccinimidilo del hapteno DA-2 (19) y 1,8 mL de una disolucién de OVA (15
mg/mL) en PB. Tras la correspondiente purificacion cromatografica, las fracciones
recogidas se llevaron a una concentracion final de 1 mg/mL en tampon de elucion con
timerosal al 0,01% (v/v) y se almacenaron a —20 °C. El numero medio de moléculas del
hapteno DA-2 conjugadas por cada molécula de OVA, determinado por MALDI-TOF-
MS, fue de m = 3,3 (ver Tabla 2, entrada 4)

Ejemplo 2.3: Preparacion de conjugados de formula () para T = R-l, L=
N=N

~N
—CH,CH,CH,CHs—, Z = CHz \)\ y P = BSA (seroalbimina bovina) y OVA

(ovoalbumina).

2.3.1. Preparacion del hapteno de férmula T-L-Y para T = R-l, L =
—CHzCHzCHzCHz— eY=- CH2N3 (Hapteno DA—3).

2.3.1.1. Preparacion de rac-(1R,2S,6R)-2-(7-azidoheptanoil)-9-azabiciclo[4.2.1]nonan-
9-carboxilato de terc-butilo (21).
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ﬁ MsCI, EtsN
OH
CH,Cl,, 0°C, 15 min

O 7T%

70% | NaN; DMF, t.a.,16 h

A una disolucion del alcohol 15 (14,4 mg, 0,0407 mmol) en CH2Cl» anhidro (600 uL) se
adiciono EtsN (15 uL, 0,104 mmol) bajo nitrégeno, la mezcla resultante se enfrio a 0 °C
y se adiciond cloruro de mesilo (4,7 pL, 0,061 mmol) y la agitaciéon se mantuvo a la
misma temperatura durante 15 minutos. Tras este tiempo, la mezcla de reaccion se
diluyé con CH.CI, y se lavo sucesivamente en frio con agua, una disolucion 0,5 M de
HCI, una disolucion saturada de NaHCOs3 y salmuera. La fase organica se seco sobre
MgSO. anhidro, se filtré y se concentrd a vacio para dar el mesilato 20 (13,4 mg, 76%)
como un aceite incoloro que se emple6 inmediatamente sin purificacion en la siguiente

etapa.

Una disolucién del mesilato 20 (11, mg, 0,031 mmol) recién preparado y NaN3 (8,9 mg,
0,13 mmol) en DMF anhidra (500 pL) se mantuvo con agitacién 15 horas a temperatura
ambiente bajo nitrégeno. Tras ello, la mezcla de reaccion se diluyd con agua y se extrajo
con CHCIs3 Las fases organicas reunidas se lavaron con agua, posteriormente con una
disolucion acuosa al 1,5% de LiCl y finalmente con salmuera. Tras secarse sobre MgSOa4
anhidro, filtrarse y concentrar a vacio, el crudo de reaccién obtenido se purificd por
cromatografia (gel de silice, CHCI3) para obtener la azida 21 (7 mg, 70%) como un aceite
incoloro. Por RMN se observa que se trata de una mezcla de rotameros del grupo
carbamato y, por simplicidad, solo se dan las sefales del rotamero mayoritario. RMN de
'H (500 MHz, CDCls) & 4,42 (d ancho, J = 9,0 Hz, 1H, H-1), 4,37 (d ancho, J = 8,8 Hz,1H,
H-6), 3,26 (t, J= 6,9 Hz, 2H, H»-7’), 2,62-2,35 (m, 3H, H»>-2’ y H-8), 2,33-2,23 (m, 1H, H-
2), 2,10-1,98 (m, 1H, H-7), 1,92-1,69 (m, 4H, H-3, H-4, H-5 y H’-8), 1,66-1,28 (m, 12H,
H-3, H'-4, H'-5, H'-7, Hx-3', H>-4’, Hx-5" y H»>-6"), 1,39 (s, 9H, CMe; Boc); RMN de C
(126 MHz, CDClz) d 210,4 (C-1’), 153,3 (CO2 Boc), 80,0 (CMes Boc), 61,3 (C-2), 56,3
), 55,6 (C-1), 51,5 (C-7’), 40,6 (C-2’), 35,8 (C-8), 32,6 (C-5), 28,8 (CMe3 Boc), 28,6
), 28,4 (C-4’), 26,7 (C-5"), 26,4 y 26,38 (C-3 y C-7), 23,9 (C-3"), 22,3 (C-4); EMAR
TOF, ES+) m/z calculada para C20H3sN4+Os [M+H] * 379,2704, encontrada 379,2697.

(C-6
(C-6
(
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2.3.1.2. Preparacion del hapteno DA-3 como sal del acido trifluoroacético (22).

N3 . g 5
CH,Cl,, t.a., 15 min
o) 99% 0
21 22

7 8 CF5CO,

La azida 21 (5,4 mg, 0,014 mmol) se disolvié en una mezcla 3:1 de CH2Cl, anhidro y
CF3CO2H (230 pL) y se dejo con agitacion a temperatura ambiente durante 15 minutos.
Seguidamente, la mezcla de reaccion se llevo a sequedad en el rotavapor y el exceso
de CF3CO2H se eliminé por ciclos de dilucion y concentracion con benceno (3 veces)
para obtener el hapteno DA-3 como sal de trifluoroacetato (22, 5,5 mg, cuantitativo)
como un aceite amarillento. RMN de 'H (500 MHz, CDCl;) 10,48 y 8,41 (cada uno s
ancho, cada uno 1H, NH.*), 4,48 (dd, J = 10,2, 2,5 Hz, 1H, H-1), 4,27 (dt, J=7,1y 3,1
Hz, 1H, H-6), 3.25 (t, J = 6.8 Hz, 2H, H>-7’), 2,69 (dd, J = 10,4 y 6,6 Hz, 1H, H-2), 2,60-
2,30 (m, 4H, H>-2’, H-7 y H-8), 2,25 (dt, J = 14,8 y 7,3 Hz, 1H, H-3), 2,10-2,00 (m, 1H,
H-5), 1,96-1,62 (m, 6H, H'-3, H>-4, H'-5, H'-7 y H'-8), 1,62-1,49 (m, 4H, H>-3’ y H2-6’),
1,40-1,25 (m, 4H, Hx-4’ y H,-5’); RMN de "*C (126 MHz, CDCls) & 211,2 (C-1’), 162,1 (c,
J = 34.6 Hz, CF3CO,), 116,2 (CF3COz), 58,3 (C-6), 56,6 (C-1), 54,6 (C-2), 51,5 (C-7),
40,5 (C-2), 32,0 (C-5), 30,9 (C-8), 28,8 y 28,7 (C-4’ y C-6’), 28,0 (C-7), 26,9 y 26,6 (C-3
y C-5), 23,3 (C-3’), 21,4 (C-4); RMN de 'F (471 MHz, CDCls) d -75,4 (CF;CO,); EMAR
(TOF, ESI+) calculado para C1sH27N4+O [M-CF3CO,]" 279,2179, encontrado 279,2175.

2.3.2. Preparacion del conjugado del hapteno DA-3 con las proteinas BSA y OVA

2.3.2.1. Funcionalizacién de los grupos amino libres de proteinas con grupos alquinilo.

[Preparacion de conjugados BSA-alquino y OVA-alquino]

o
P
£ H-f Y i
v ety
0 @ H N
HzN NH; by e T
Tarmpén fosfalo 100 i, pH 7.4 \H H .
M 1% DME, 20h, L5,
ot Wyt o= W= ¥
P = BEA o OVA HSA-glguinor P = B5A. ¥ =20

{hAealquine: P=OVA, x=5

El éster de N-hidroxisuccinimidilo del acido 5-oxo-5-(prop-2-in-1-ilamino)pentanoico (i),
se disolvié en DMF y se afiadi6 gota a gota sobre una disolucion de cada proteina (BSA

u OVA) en PB. Las relaciones molares de alquino a proteina (RMo) empleadas en la
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mezcla de reaccion fueron 25 y 10 para la derivatizacion de BSA y OVA,
respectivamente (ver Tabla 1, entradas 1 y 2). La reaccion de conjugacién se realizé
con un contenido maximo de DMF del 10% (v/v). Después de la incubacion durante la
noche a temperatura ambiente, las proteinas alquiniladas se purificaron por
cromatografia de exclusion molecular usando una columna de desalinizacién Sephadex
G-25 HiTrap© de 5 mL y PB como eluyente, a un flujo de 5 mL/minuto y recogiendo
fracciones de 1 mL, y se almacenaron a 4 °C hasta su uso. El nimero medio de residuos
de alquino incorporados por molécula de proteina/enzima (relacion molar
hapteno:proteina, RM) se calcul6 mediante MALDI-TOF-MS. Las RM obtenidas para
BSA-alquino y OVA-alquino fueron aproximadamente 20 y 5, respectivamente (ver
Tabla 2, entradas 7 y 8).

2.3.2.2. Preparacion del conjugado del hapteno DA-3 con BSA [conjugado BSA_DA-3].

~ (o=
_ NN
I (1 B |
N3
PB 100 mM (pH 7,4) - DMSO

22 THPTA, CuSO, ascorbato sédico
Hapteno DA-3 20h, t.a., N,

Conjugado BSA_DA-3; m = 18,1

Una disolucion del hapteno DA-3 (22, 6,0 mg, 15,3 umol, 3,8 equivalentes de hapteno
por residuo de alquino) en DMSO (790 uL), se anadieron gota a gota sobre una
disolucion del conjugado BSA-alquino descrita en el apartado 2.3.2.1 (RM = 20, 15 mg,
4 umol de grupos alquino) en PB (31 mL), con agitacion a temperatura ambiente. Sobre
la disolucion resultante se afiadieron, gota a gota, 107 pL de una disolucion previamente
preparada a partir de disoluciones de tris(3-hidroxipropiltriazolilmetil)amina (THPTA, 120
mM, 150 pL, 18,0 pmol) y de CuSO4 (40 mM, 90 pL, 3,6 pmol) en agua Milli-Q (2
equivalentes de THPTA'y 0,4 equivalentes de CuSO. por residuo de alquino). La mezcla
resultante se desgasificé mediante ciclos vacio/nitrégeno y se afiadieron 317 uL de una
disolucion 250 mM de ascorbato sodico en agua Milli-Q (20 equivalentes por grupo de
alquino), también desgasificada previamente mediante ciclos vacio/nitrogeno. La
disolucion resultante se agité durante 20 horas a temperatura ambiente, y el conjugado
BSA_ DA-3 formado se separé del resto de reactivos usando filtros Amicon® Ultra-4
10K. Se llevaron a cabo tres ciclos de 5 minutos a 4800 rpm, usando PB, obteniéndose

un volumen final de 2 mL. El conjugado BSA_DA-3 se purificd por cromatografia de
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exclusion molecular en 3 columnas de desalinizacion Sephadex G-25 HiTrap™ de 5 mL
acopladas, utilizando como tampodn de elucion PB. Tras el proceso de purificacién, las
fracciones recogidas que contenian el conjugado de BSA se reunieron, se esterilizaron
por filtracién a través de un filtro de nylon de 0,45 pm y se llevaron a una concentracion
final de 2 mg/mL con tampon de elucién filtrado y se almacenaron a —20 °C. El numero
medio de moléculas de hapteno DA-3 conjugadas por cada molécula de BSA—-alquino,
determinado por MALDI-TOF-MS, fue de m = 18,1 (ver Tabla 2, entrada 10).

2.3.2.3. Preparacion del conjugado del hapteno DA-3 con OVA [conjugado OVA_DA-
3].

—(on}-

CF,CO, I E
N3
PB 100 mM (pH 7,4) - DMSO
o}

o}
22 THPTA, CuS0, ascorbato sodico
Hapteno DA-3 20h, t.a., N,

Conjugado OVA_DA-3; m = 4,2

El conjugado OVA_DA-3 se preparé como se ha descrito en el apartado 2.3.2.2. para
el conjugado analogo de BSA, utilizando una disolucion del hapteno DA-3 (22, 2,0 mg,
5,1 umol, 3,1 equivalentes de hapteno por residuo de alquino) en DMSO (265 uL), una
disolucion del conjugado OVA-alquino descrita en el apartado 2.3.2.1 (RM = 5, 15 mg,
1,66 ymol de grupos alquino) en PB (18,8 mL), 35 uL de la disolucion de THPTA vy
CuSOy4, y 106 uL de la disolucion de ascorbato sodico en agua Milli-Q. El conjugado
obtenido tras la purificacion se llevé a una concentracion final de 1 mg/mL en PB y se
almacen6 a —20 °C. El numero medio de moléculas de hapteno DA-3 conjugadas por
cada molécula de OVA-alquino, determinado por MALDI-TOF-MS, fue de m = 4,2 (ver
Tabla 2, entrada 11).
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Tabla 1. Condiciones para la preparacién de las proteinas/enzimas modificadas con

grupos alquino.

o]
(0] 0]
N‘QWN/\//
o H

Proteina/Enzima (alquino)-NHS é&ster
\ C n \% C n
Conjugado  (ML)* (mg/mL)° (pmol)®  (uL)® (mM)® (umol)" Equivalentes?
1 BSA-alquino 3000 15 0,68 114 150 17,1 25
2 OVA-alquino 3000 15 1,02 67,4 150 10,1 10
3 HRP-alquino 900 4 0,08 54,5 15 0,82 10

a Volumen utilizado de disolucion de proteina o enzima en PB. P Concentracion de la proteina o enzima en
PB. ¢ umol de proteina o enzima utilizados. ¢ Volumen utilizado de disolucion del (alquino)-NHS éster en
DMF. © Concentracién de (alquino)-NHS éster en DMF. fumol del (alquino)-NHS éster utilizados.
9 Equivalentes de (alquino)-NHS éster utilizados por equivalente de proteina (RMo).

3. Preparacion de conjugados enzimaticos de formula (lll)

Ejemplo 3.1. Preparacién de conjugados de formula (Ill) para T = R-l, L = —CH>CH>—
Z =—(C=0O)NH-y Q=HRP.

3.1.1. Preparacion del conjugado del hapteno DA-1 con HRP [conjugado HRP_DA-1].

NH,

CF4CO,
o [ LHre Jnm, ‘
& g PB 100 mM (pH 7,4), DMF o o/
10 o 20h, ta.

éster activo hapteno DA-1 Conjugado HRP_DA-1;m = 1,2

El conjugado HRP_DA-1 se prepar6 como se ha descrito anteriormente para el
conjugado BSA DA-1 (apartado 2.1.2.1) a partir de 140 uL de una disolucion 5 mM del
éster activo del hapteno DA-1 (10) en DMF y 1 mL de una disolucién de HRP (3 mg/mL)
en PB. Tras la purificacion cromatografica, las fracciones obtenidas conteniendo el
trazador se llevaron a concentracion de 228 pg/mL por dilucion con el estabilizante

Biostab y se almacenaron a 4 °C. El numero medio de moléculas de hapteno DA-1
conjugadas por cada molécula de HRP, determinado por MALDI-TOF-MS, fue de m =
1,2 (ver Tabla 2, entrada 5).
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Ejemplo 3.2. Preparacion de conjugados de férmula (ll) para T = R, L =
—CH2CH2CH>CH2—, Z = <(C=0O)NH- y Q = HRP.

3.1.2. Preparacion del conjugado del hapteno DA-2 con HRP [conjugado HRP_DA-2].

NH
m ®W/\/\/\W ) -
ﬁ PB 100 mM (pH 7,4), DMF
20h, t.a.
éster activo hapteno DA-2 Conjugado HRP_DA-2; m=1,5

El conjugado HRP_DA-2 se prepar6 como se ha descrito anteriormente para el
conjugado BSA DA-1 (apartado 2.1.2.1) a partir de 100 yL de una disolucion 5 mM del
éster activo del hapteno DA-2 (19) en DMF y 900 uL de una disolucién de HRP (3
mg/mL) en PB. Tras la purificacion cromatografica, las fracciones obtenidas conteniendo
el trazador se llevaron a concentracion de 180 pyg/mL por dilucion con el estabilizante
Biostab y se almacenaron a 4 °C. El numero medio de moléculas de hapteno DA-2
conjugadas por cada molécula de HRP, determinado por MALDI-TOF-MS, fue de m =
1,5 (ver Tabla 2, entrada 6).

Ejemplo 3.3. Preparacion de conjugados de féormula (lII) para T = R-l, L =
N=N
~N
—CH2CH2CH>CH2—, Z = \CHZ \)\ y Q=HRP.

3.3.1. Funcionalizacién de los grupos amino libres de la enzima HRP con grupos

alquinilo. [Preparacion del conjugado HRP-alquino]

Gw

Tampon fosfato 100 mM, pH 7.4

10% DMF, 20h, t.a.

HRP-alquino; x = 1,8

Los grupos amino libres de la enzima HRP se derivatizaron con grupos alquinilo
siguiendo el mismo protocolo descrito previamente para la derivatizacion analoga de los
grupos amino de las proteinas BSA y OVA, tal como se ha detallado en el apartado
2.1.2, utilizando en este caso una relacion molar del éster activo alquinilado (i) a proteina
(RMo) de 10 (ver Tabla 1, entrada 3). Después de la incubacion durante la noche a

temperatura ambiente, la enzima alquinilada se purificé por cromatografia de exclusion
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molecular usando una columna de desalinizacion Sephadex G-25 HiTrap© de 5 mL y
PB como eluyente, a un flujo de 5 mL/minuto y recogiendo fracciones de 1 mL
(concentracion final obtenida de 1 mg/mL), y se almacenaron a 4 °C hasta su uso. El
numero medio de residuos de alquino incorporados por molécula de enzima (relacion
molar hapteno:enzima, RM) se calculé mediante MALDI-TOF-MS. La RM obtenida para
el conjugado HRP-alquino fue 1,8 (ver Tabla 2, entrada 9).

3.3.2. Preparacion del conjugado del hapteno DA-3 con HRP [conjugado HRP_DA-3].

N3
PB 100 mM (pH 7,4) - DMSO

O
22 THPTA, CuSQ,, ascorbato sédico o

Hapteno DA-3 20h, ta., Ny Conjugado HRP_DA-3; m = 1,6

El conjugado HRP_DA-3 se preparé como se ha descrito en el apartado 2.3.2.2. para
el conjugado analogo de BSA, utilizando una disolucion del hapteno DA-3 (22, 110 ug,
0,28 pmol, 2,3 equivalentes de hapteno por residuo de alquino) en DMSO (14,1 yL), una
disolucion del conjugado HRP-alquino descrita en el apartado 3.3.1 (RM=1,8,3 mL, 3
mg, 0,12 pmol de grupos de alquino) en PB (33,8 mL), 63 uL de la disolucion de THPTA
y CuSOQOy4, y 191 uL de la disolucion de ascorbato sédico en agua Milli-Q. El conjugado
HRP_DA-3 se purificd por cromatografia de exclusién molecular en 2 columnas de
desalinizacion Sephadex G-25 HiTrap™ de 5 mL acopladas, utilizando como tampén de
elucion HEPES. El conjugado obtenido tras la purificacion se llevé a una concentracion
de 236 ug/mL por dilucion con el estabilizante Biostab y se almaceno a 4 °C. El niumero
medio de moléculas de hapteno DA-3 conjugadas por cada molécula de HRP,
determinado por MALDI-TOF-MS, fue de m = 1,6 (ver Tabla 2, entrada 12).
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TABLA 2. Valores carga hapténica de los conjugados proteicos y enzimaticos
de los haptenos de dihidroanatoxinas determinados por MALDI-TOF-MS.

Conjugado RMo equiv m/z A(m/z) Am/hapteno RM

1 BSA_DA-1 30 - 71454 4673 222 21,0

2 BSA_DA-2 30 - 70303 2322 250 12,9
3 OVA_DA-1 10 - 45567 1181 222 53
4 OVA_DA-2 10 - 45308 827 250 3,3
5 HRP_DA-1 10 - 43439 263 222 1,2
6 HRP_DA-2 8 - 43677 386 250 1,5

7 BSA alquino 25 - 70,098 3017 151 20,0
8 OVA alquino 10 - 45261 780 151 5,2
9 HRP_alquino 10 - 43562 271 151 1,8

10 BSA_DA-3 80 3,8 74601 5047 278 18,1
11 OVA_DA-3 20 3,2 46295 1180 278 4,2
12 HRP_DA-3 8 2,3 43921 449 278 1,6

RMo: equivalentes de alquino o hapteno por molécula de proteina o marcador enzimatico
utilizados para la conjugacion.

equiv: equivalente de hapteno DA-3 utilizado en la conjugacién por cada grupo alquino en la
proteina o marcador enzimatico.

A(m/z): (m/z conjugado) — (m/z proteina o enzima de referencia).
Am/hapteno: incremento de masa por cada molécula de hapteno conjugada.

RM: nimero medio de moléculas de alquino en las férmulas de los conjugados de las entradas
7, 8 y 9 de esta tabla; o numero medio de moléculas de hapteno en las formulas de los
conjugados de las entradas 1 a6y 10 a 12 de esta tabla.

4. Procedimiento ELISA

Se emplearon placas de poliestireno de 96 pocillos. Cada anticuerpo se evalué mediante
ELISA competitivo en el formato de anticuerpo inmovilizado mediante anticuerpo de
captura con deteccion directa (formato directo), utilizando en todos los casos como
trazador enzimatico un derivado marcado de dihidroanatoxina-a de formula (llib) o (llic),
en el que Q es peroxidasa de rabano picante (HRP), tanto para la evaluacion de los
anticuerpos generados a partir de los conjugados de férmula (lla) como (llb), en los que
P es seroalbumina bovina (BSA). Por otro lado, la seleccion de hibridomas y la
especificidad de los anticuerpos se determiné mediante ELISA competitivo en el formato
de conjugado inmovilizado con deteccién indirecta (formato indirecto) usando
conjugados homologos, es decir, un derivado marcado de dihidroanatoxina-a de férmula
(1a) o (lib), en los que P es ovoalbumina (OVA), para la evaluacién de los anticuerpos
generados a partir respectivamente de los conjugados de formula (lla) o (llb), en los que

P es seroalbumina bovina (BSA).
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Después de cada etapa de incubacion, las placas se lavaron cuatro veces con una
disolucion de lavado, usando un lavador de 96 canales ELx405 (Biotek Instruments,
Winooski, EE.UU.).

Para los ensayos en formato directo, las placas se tapizaron con 100 uL por pocillo de
una disolucién de anticuerpo de captura (GAM) a 1 ug/mL en tampdn carbonato 50 mM,
pH 9,6, mediante incubacion durante toda la noche a temperatura ambiente. Al dia
siguiente se lavaron las placas y se afiadié 100 pL por pocillo de una disolucién de
anticuerpo monoclonal a diferentes concentraciones en PBST (tampon 10 mM fosfato,
pH 7,4, con 140 mM NaCl y 0,05% Tween 20), y se incub6é 1 hora a temperatura
ambiente. Después de lavar las placas, en cada columna se dispensoé 50 pL por pocillo
de una disolucion estandar del analito en PBS (tampén 10 mM fosfato, pH 7,4, con 140
mM NacCl) seguido de 50 uL por pocillo de trazador enzimatico en PBST, que es un
derivado de formula (lll) donde Q es HRP, a diversas concentraciones. La reaccion
inmunoquimica se llevé a cabo durante 1 hora a temperatura ambiente y después se
lavaron las placas. A continuacion, la actividad peroxidasa retenida se revelé con 100
ML por pocillo de una disolucién 1 mM de TMB en tampodn citrato 205 mM, pH 4,0, que
contenia 0,012% (v/v) de H.O.. Este revelado se desarroll6 durante 10 minutos a

temperatura ambiente y se paré usando 100 pL por pocillo de acido sulfarico 1 M.

Para los ensayos en formato indirecto, las placas se tapizaron con 100 uL por pocillo de
una disolucion de antigeno de ensayo que es un conjugado de formula (ll), donde P es
OVA, a diversas concentraciones en tampén carbonato 50 mM, pH 9,6, mediante
incubacion durante toda la noche a temperatura ambiente. Después de lavar las placas,
en cada columna se dispenso 50 L por pocillo de PBS o estandar analitico en PBS
seguido de 50 pL por pocillo de sobrenadante de cultivo o de un determinado anticuerpo
diluido en PBST (0,05% Tween 20). La reaccion inmunoquimica se llevo a cabo durante
1 hora a temperatura ambiente y después se lavaron las placas. A continuacion, cada
pocillo recibié 100 pL de una dilucion 1/2000 de GAM-HRP (anticuerpo de cabra anti-
inmunoglobulinas de ratén marcado con peroxidasa) en PBST. Esta reaccion se dejo a
temperatura ambiente durante 1 hora. Después de lavar las placas, la actividad

peroxidasa retenida se revel6 como se ha descrito para los ensayos en formato directo.

Al finalizar los ensayos, la absorbancia de cada pocillo se leyé a 450 nm usando una
longitud de onda de referencia de 650 nm en un lector de microplacas PowerWave HT
(Biotek Instruments, Winooski, EE.UU.). Las curvas patron sigmoideas obtenidas al

representar la absorbancia frente al logaritmo de la concentracién de analito se ajustaron
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a una ecuacion logistica de cuatro parametros usando el paquete informatico SigmaPlot
de SPSS (Chicago, EE.UU.).

La afinidad del anticuerpo (ICso) se estimé como la concentracion de analito libre capaz

de reducir a la mitad la sefial maxima (Amax).

La especificidad del anticuerpo se estimé como el porcentaje del cociente entre el valor

de ICso de dihidrohomoanatoxina-a y el del analito de estudio.
5. Produccion de anticuerpos monoclonales
5.1. Inmunizacién de ratones

Para la inmunizacion se emplearon los conjugados de férmula (l1a) y (llb), en los que P
es BSA (conjugados inmunizantes BSA_DA-1 y BSA_DA-2), obtenidos segun se
describe en los ejemplos anteriores. Se utilizaron hembras de raton BALB/c, con una

edad al inicio del proceso comprendida entre 6 y 8 semanas.

En cada dosis se administraron por via intraperitoneal 100 ug de conjugado por ratén,
siendo el volumen total administrado 200 pL. En la primera inmunizacion se suministré
el conjugado en una emulsion preparada con adyuvante de Freund completo (1:1, v/v).
A intervalos de 3 semanas, los ratones recibieron dos inmunizaciones adicionales, en
estos casos emulsionando los conjugados con adyuvante de Freund incompleto. Cuatro
dias antes de cada fusion celular, los ratones seleccionados recibieron una ultima dosis

de 100 ug del correspondiente conjugado diluido en PBS.
5.2. Fusiones celulares para la obtencion de hibridomas

Las fusiones con los ratones inmunizados se llevaron a cabo basicamente siguiendo
metodologias previamente descritas y bien establecidas en el estado de la técnica.
Inmediatamente después del sacrificio de los ratones se extrajo el bazo, que se
homogeneizé con el émbolo de una jeringa estéril. Tras lisar los glébulos rojos por
choque osmatico con 1 mL de tampdn de lisis durante 1 minuto en frio, los linfocitos se
lavaron 2 veces con medio completo (con suero) frio y se filtraron para eliminar los

coagulos formados.

La linea de mieloma P3-X63-Ag8.653 fue cultivada los dias previos a la fusion en medio
DMEM (medio Eagle modificado de Dulbecco) suplementado [2 mM L-alanina-L-

glutamina, 1 mM aminoacidos no esenciales, 25 ug/mL gentamicina, suero bovino fetal
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(SBF) 10% (v/v)], manteniendo las células en fase de crecimiento exponencial, de

manera que el dia de la fusion se dispusiera de un numero suficiente de las mismas.

Tras dos lavados con medio sin suero, ambas poblaciones celulares se juntaron a una
relacion linfocito:mieloma 4:1. A continuacion, las células se centrifugaron, para
inmediatamente después llevar a cabo la fusion celular. Para ello, se empled el agente
fusionante quimico PEG1500 (1 mL por bazo, 1 minuto), que al disolver parcialmente
las membranas permite la fusion de las células. Una vez fusionadas ambas poblaciones,
las células se resuspendieron en medio DMEM suplementado [SBF 15% (v/v)] y se
sembraron en placas de cultivo de 96 pocillos (100 uL por pocillo) a una densidad celular
de 150x103 linfocitos por pocillo, y se incubaron a 37 °C en una atmoésfera con 5% de
CO2y un 95% de humedad. 24 horas después de la fusion, se afiadié 100 pL por pocillo
de medio HAT para seleccién de hibridomas [DMEM suplementado con 100 uM
hipoxantina, 0,4 uM aminopterina, 16 pM timidina, y SBF 20% (v/v)] que contenia HFCS
(High Fusion and Cloning Supplement) al 1% (v/v).

5.3. Seleccioén, clonaje y conservacion de hibridomas

Aproximadamente 10—12 dias después de la fusién celular se llevé a cabo la evaluacién
de los sobrenadantes de los pocillos sembrados, con objeto de identificar cuales
contenian hibridomas secretores de anticuerpos capaces de reconocer
dihidroanatoxinas tanto en su forma libre como su forma de derivado conjugado.
Previamente, se determiné por inspeccioén visual la eficiencia de la fusion, definida como
el porcentaje de pocillos que presentaban al menos un clon claramente visible al

microscopio.

Para llevar a cabo la identificacion de clones competidores, los sobrenadantes de cultivo
se analizaron mediante la técnica ELISA diferencial en formato indirecto, que consiste
en analizar paralelamente en pocillos adyacentes cada sobrenadante en ausencia de
analito y en presencia de una concentracion prefijada de analito, habitualmente 100 nM.
Para ello, las placas se tapizaron con el conjugado homdélogo, que es un conjugado de
férmula (l1a) o (Ilb) en los que P es OVA (conjugados de ensayo OVA_DA-1y OVA_DA-
2), a una concentracién de 0,1 pg/mL, y el ensayo se llevé a cabo afiadiendo 50 L del
sobrenadante de cultivo. Las condiciones para el formato de ELISA indirecto se detallan

en el apartado 4.

A continuacién, se seleccionaron aquellos pocillos que contenian hibridomas
productores de anticuerpos capaces de proporcionar una sefial de absorbancia igual o

superior a 0,5 en el ensayo en ausencia de dihidroanatoxina-a e inhibicion de la sefial

49



10

15

20

25

30

ES3 053558 Al

igual o superior al 80% en el ensayo en presencia de dihidroanatoxina-a.
Adicionalmente, para todos los pocillos positivos se llevé a cabo un segundo cribado
mas exhaustivo en modo bidimensional competitivo con el fin de seleccionar con mayor
seguridad los mejores hibridomas. Para ello, el sobrenadante de cada hibridoma se
ensayo a 4 diluciones (1/8, 1/32, 1/128 y 1/512) en placas tapizadas con el conjugado
homdlogo a 0,01 y 0,1 pyg/mL, y utilizando como competidor dihidroanatoxina-a a 10 y
100 nM (en ensayo). Asi, 200 uL del sobrenadante de cultivo se diluyeron en 600 uL de
PBST vy las siguientes diluciones se hicieron de forma seriada a partir de esta primera.
El ensayo se realizé afiadiendo 50 uL por pocillo de la correspondiente dilucion de
sobrenadante y 50 uL de la disolucién de dihidroanatoxina-a en PBS a la concentracion
de 0, 10y 100 nM.

Las células de los pocillos finalmente seleccionados se clonaron por el método de
dilucion limite, sembrando a partir de cada pocillo una nueva placa de 96 pocillos a
2 células por pocillo en medio HT, de igual composicion que el HAT pero sin

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

Generalmente, 7-10 dias después del primer clonaje, se identificaron por inspeccion
visual los pocillos que contenian un unico clon, evaluandose de nuevo el sobrenadante
de cultivo de la misma forma que se ha descrito previamente para los sobrenadantes de
fusién. Este proceso se realizé tantas veces como fue necesario (al menos dos) para
asegurar la monoclonalidad de los hibridomas seleccionados, asi como su estabilidad.
Finalmente, se procedi6 a la expansion de las lineas celulares seleccionadas, cultivando
progresivamente el hibridoma en recipientes de mayor volumen. Una vez crecido el clon,
las células se congelaron en nitrogeno liquido a una concentracion de 107 células por
vial (2-4 viales para cada hibridoma) en una disolucion de SBF con DMSO 10% (v/v)
como agente crioprotector. Los viales se mantuvieron a —80 °C en el interior de una caja

de poliestireno durante 24 horas antes de pasarlos al contenedor de nitrégeno liquido.
5.4. Produccién y purificacion de anticuerpos monoclonales

En la ultima fase de la expansion celular de los hibridomas, éstos se dividieron
progresivamente en placas de cultivo hasta alcanzarse un volumen final comprendido
entre 100 y 200 mL de sobrenadante. Se dejaron crecer las células hasta alcanzar la
confluencia, y una vez agotados los nutrientes del medio de cultivo se procedié a recoger
el contenido de las placas. El volumen recogido se centrifugd para eliminar los restos
celulares y el sobrenadante se precipité mediante la adicion de un volumen de una

disolucion saturada de sulfato amonico, manteniéndose a 4 °C hasta su purificacion.
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La purificacion de los anticuerpos se realizé por cromatografia de afinidad con columnas
de proteina G siguiendo las instrucciones del fabricante. Con este propoésito, el
anticuerpo precipitado se centrifugé durante 20 minutos a 5000 rpm (4000%g) y se
descart6 el sobrenadante. El precipitado que contenia los anticuerpos se redisolvié con
tampén fosfato sodico 20 mM, pH 7,4 y se filtré con membranas de nitrocelulosa
(diametro de poro 0,45 pm) para eliminar particulas en suspension. La elucion del
anticuerpo de la columna se realizé con tampédn citrato sddico 100 mM, pH 2,5. Las
fracciones que contenian el anticuerpo se identificaron mediante espectrofotometria UV
y se recogieron. La disolucion se neutralizé adicionando Tris-HCI 1 M, pH 9,5.
Finalmente, se determind por espectrofotometria UV la concentracion del anticuerpo
purificado [Azs (1 mg/mL IgG) = 1,4] y se preparé una disolucion de trabajo en PBS con
BSA al 1% (p/v) y timerosal al 0,01% (p/v), que se almacend a 4 °C. La disolucion
restante se precipité con sulfato amonico saturado [1:1, (v/v)], lo cual garantiza su

estabilidad a 4 °C durante anos.
6. Resultados

6.1. Generaciéon de hibridomas productores de anticuerpos monoclonales frente a

dihidroanatoxinas

Para demostrar la idoneidad del conjugado de férmula (ll) para la obtencion de
anticuerpos monoclonales de elevada afinidad hacia dihidroanatoxinas, se inmunizaron
ratones con los conjugados de formula (lla) y (llb) en los que P es BSA (conjugados
inmunizantes BSA DA-1 y BSA DA-2), y se llevaron a cabo fusiones celulares
encaminadas a la generacion de hibridomas. Se consiguio obtener 6 lineas celulares
(hibridomas) productoras de anticuerpos monoclonales con elevada afinidad hacia
dihidroanatoxinas a partir del conjugado de férmula (lla) y otras 3 lineas celulares a partir
del conjugado de férmula (llb). Los anticuerpos monoclonales producidos a partir de
estos hibridomas se han denominado, a efectos de la presente invencién y de los
ejemplos aqui incluidos, como mAb lla#17, la#22, la#23, lla#122, lla#129 y lla#145
[anticuerpos monoclonales obtenidos a partir del conjugado de formula (lla), el
conjugado BSA_DA-1], y mAb lIb#116, 1Ib#130 y lIb#132 (anticuerpos monoclonales
obtenidos a partir del conjugado de formula (lIb), el conjugado BSA_DA-2].

6.2. Determinacion de la afinidad de los anticuerpos monoclonales

Una vez purificados por cromatografia de inmunoafinidad los 9 anticuerpos
monoclonales obtenidos, se determind su afinidad hacia dihidroanatoxina-a y

dihidrohomoanatoxina-a mediante ELISA competitivo directo, utilizando como
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competidor el trazador enzimatico de un derivado marcado de formula (llib) o (llic), en
el que Q es HRP (conjugados HRP_DA-2 o HRP_DA-3). Cada anticuerpo monoclonal
se ensayd0 a dos concentraciones (100 y 1000 ng/mL) frente a diferentes
concentraciones de trazador (10, 30 y 100 ng/mL). Los valores de ICso para
dihidroanatoxina-a y dihidrohnomoanatoxina-a de cada anticuerpo monoclonal se
muestran en la Tabla 3 y corresponden a la combinacion optima, es decir, a la
concentraciéon de inmunorreactivos que genero las curvas de calibracion con un menor
valor de ICso para dihidroanatoxina-a y dihidrohnomoanatoxina-a, y por tanto una afinidad
mayor. En dicho formato de ensayo los mejores anticuerpos mostraron valores de |Cso
para dihidroanatoxina-a y dihidrohomoanatoxina-a por debajo de 1 nM, siendo los
anticuerpos de mayor afinidad de entre los producidos hacia ambas dihidroanatoxinas
los anticuerpos monoclonales lla#17 (ICso = 0,8 nM para dihidroanatoxina-a y ICso = 0,2
nM para dihidrohomoanatoxina-a) y lla#145 (ICso = 0,7 nM para dihidroanatoxina-a y

ICs0 = 0,4 nM para dihidrohomoanatoxina-a).

TABLA 3. Resultados de los ensayos en formato ELISA competitivo directo utilizando
como competidor el trazador enzimatico de un derivado marcado de formula (lllb) o
férmula (lllc) (n = 3).

Anticuerpo ICs0®) ICs0© 1Cs0(®
Monoclonal® d|h|dro?:at)oxma a d|h|dro?:at)oxma a d|h|drohor?nol\7;1atoxma a
lla#17 1,8 0,8 0,2
lla#22 8,6 3,1 0,7
lla#23 4.4 2,4 1,5
lla#122 2,8 1,0 0,6
lla#129 2,9 1,4 0,7
lla#145 2,6 0,7 0,4
lIb#116 3,0 1,6 0,5
lIb#130 5,8 3,2 0,8
lIb#132 6,4 2,9 1,1

@ Los anticuerpos monoclonales (mAbs) denominados como lla#x se obtuvieron a partir de la
inmunizacion con el conjugado inmunizante BSA_DA-1, mientras que los mAbs denominados como llb#x
se obtuvieron a partir de la inmunizacion con el conjugado inmunizante BSA_DA-2. ) Ensayos realizados
utilizando como competidor el trazador enzimatico HRP_DA-3. (c) Ensayos realizados utilizando como
competidor el trazador enzimatico HRP_DA-2.

Estos resultados ponen de nuevo de manifiesto que los conjugados de férmula (1) objeto
de esta invencion son aptos para obtener anticuerpos monoclonales de muy elevada
afinidad frente a dihidroanatoxina-a y dihidrohomoanatoxina-a. Ademas, estos
resultados ponen de manifiesto que los conjugados de formula (lll) objeto de esta

invencion son muy adecuados para su implementacion en diferentes plataformas
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inmunoanaliticas que permitan la determinacién o cuantificacién de dihidroanatoxinas a

los niveles de sensibilidad mas exigentes.

6.3. Determinacion de la especificidad de los anticuerpos monoclonales

La mayoria de los anticuerpos son altamente especificos de dihidroanatoxina-a y
dihidronomoanatoxina-a. Al comparar los valores de I[Csy obtenidos para
dihidroanatoxina-a y dihidronomoanatoxina-a, mediante ELISA competitivo en formato
indirecto con conjugado homoélogo — es decir, el derivado marcado de férmula (lla) o
(llb), en los que P es OVA (conjugados OVA_DA-1 y OVA DA-2), para la evaluacion
de los anticuerpos generados a partir respectivamente de los conjugados de formula
(1a) o (llb), en los que P es BSA (conjugados BSA_DA-1y BSA DA-2) —se obtuvieron
valores de reactividad cruzada elevados, incluso en algunos cercanos al 100% como
con el anticuerpo lla#23. En cambio, la reactividad cruzada con anatoxina-a y
homoanatoxina-a fue generalmente inferior al 10%, excepto con los anticuerpos lla#22
y lIb#116. Este resultado pone de nuevo de manifiesto que los conjugados de férmula
() objeto de esta invencion son aptos para obtener anticuerpos monoclonales

especificos de dihidroanatoxinas.

Tabla 4. Reactividad cruzada de los anticuerpos monoclonales mediante ELISA
competitivo en formato indirecto con conjugado homdlogo.®

Analitos®)
DHAN DAN HAN AN
ok, G, S Cwky
0 0
- Et E Me
H : H Et CH;.
mAb RC (%)© RC (%) RC (%) RC (%)
lla#17 100 19,5 3,9 1,2
lla#22 100 24,0 26,8 7,0
lla#23 100 96,6 8,2 5,5
lla#122 100 33,4 7,5 3,0
lla#129 100 65,7 3,4 1,5
lla#145 100 40,2 5,5 2,5
lIb#116 100 46,6 11,3 6,2
lIb#130 100 32,4 3,2 0,7
lIb#132 100 50,2 54 1,9

@ Los valores de ICso son la media de tres determinaciones independientes. Los valores de Amax se
encuentran entre 0,8 y 1,5. () DHAN: dihidrohomoanatoxina-a; DAN: dihidroanatoxina-a; AN: anatoxina-
a; HAN: homoanatoxina-a. (®) RC = (ICso dihidrohomoanatoxina-a/ICso analito)x100.
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REIVINDICACIONES
Un compuesto de formula (1):
[T-L-Z] -X (I)
donde

T es R-I,

0 sus sales

L es una cadena hidrocarbonada lineal de 1 a 10 atomos de carbono;
Z es un grupo funcional seleccionado entre:

N=N

~ ~N__~

—(C=0)NH-, —CH,NH(C=0)~, —CH,NH—, ~CH,SCH—, —CH,SCH—y ©H2 e
m es un namero con un valor entre 1y 100;
X esta seleccionado entre P y Q, tal que
P es un péptido o polipéptido de naturaleza no enzimatica, natural o sintético, de peso

molecular mayor de 2000 Dalton y

Q es un marcador no isotdpico detectable.

2. Un compuesto segun la reivindicacion 1, en el que L es una cadena hidrocarbonada

lineal de 1 a 5 atomos de carbono.

3. Un compuesto segun la reivindicacion 1 6 2, en el que Z se selecciona del grupo

N=N
~A-No 2
formado por -(C=0O)NH-, —CH,SCH-, y CH; \/L mas preferentemente, Z es

~(C=O)NH-.

4. Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el

péptido o polipéptido P estd unido a un soporte.

5. Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que m

tiene un valor entre 1y 25.
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6. Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que es un

conjugado de un analogo de dihidroanatoxina-a de formula general (ll),
[T-L-Z].-P ()

donde

T, L, Z, Py m tienen los mismos significados dados anteriormente en una de las

reivindicaciones 1 a 5.

7. Un compuesto segun la reivindicacion 6, en el que P se selecciona del grupo que
consiste en albumina, tiroglobulina y hemocianina, preferiblemente, P es albimina, mas

preferiblemente albumina de huevo o albumina sérica.

8. Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores 6 6 7, que es

un conjugado de férmula (ll1a)

@] O
P
@LCH{\)\N (lla)
3 H

donde P y m son como se han definido en la reivindicacion 6 6 7.

9. Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores 6 6 7, que es

un conjugado de férmula (llb)

o) o)
/\/\)J\ P
~ "CH; N (llb)
H H /L

donde P y m son como se han definido en la reivindicacion 6 6 7.

10. Un compuesto segln una cualquiera de las reivindicaciones anteriores 6 6 7, que es

un conjugado de férmula (llc)

(llc)
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donde P y m son como se han definido en la reivindicacion 6 6 7

11. Un compuesto segln una cualquiera de las reivindicaciones anteriores 1 a 5, que es

un derivado marcado de férmula (111)
[T-L-Z].-Q (Il

donde T, L, Z y m tienen el mismo significado definido anteriormente en una de las

reivindicaciones 1 a 5y Q es un marcador no isotopico detectable.

12. Un compuesto segun la reivindicacion anterior, en el que Q esta seleccionado entre
una molécula quimica detectora, marcadora o trazadora no isotépica, preferentemente
estd seleccionado entre: una enzima, biotina, un compuesto luminiscente, un fluoréforo,
preferentemente, un marcador acoplado a un sistema de deteccion indirecta, mas
preferentemente Q se selecciona del grupo que consiste en biotina, fluoresceina, un
fluoréforo de cianina, un fluoréforo de rodamina, un fluoréforo de cumarina, un bipirilo
de rutenio, luciferina un éster de acridinio, nanoparticulas cuanticas, y nanoparticulas de

oro coloidal, de carbén o de latex.

13. Un compuesto segun la reivindicacién 11 6 12, de férmula (llla)

O 0] Q
1 H

donde Q se selecciona del grupo que consiste en peroxidasa, fosfatasa, oxidasa, biotina,
fluoresceina y nanoparticulas de oro coloidal, de carbén o de latex, y m es un valor

seleccionado entre 1y 10.

14. Un compuesto segun la reivindicacion 11 6 12, de férmula (Illb)

0 0
PN NP
~CH; N (ib)
? H

m

donde Q y m son como se han definido en la reivindicacion 13.

15. Un compuesto segun la reivindicacién 11 6 12, de férmula (llic)
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(llic)

donde Q y m son como se han definido en la reivindicacion 13.

16. Un anticuerpo obtenido mediante la utilizacién de un compuesto definido en una

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15.

17. Un anticuerpo que reconoce el compuesto definido en una cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 15.

18. El anticuerpo segun la reivindicacion 16 6 17, donde el anticuerpo se selecciona

entre monoclonal, policlonal y recombinante.

19. El anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores 16 a 18 que

reconoce dihidroanatoxina-a y/o dihidrohomoanatoxina-a.

20. Uso de un compuesto definido en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15 para

la obtencion de un anticuerpo.

21. Uso de un anticuerpo definido en una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 19,
que comprende poner en contacto una muestra que contiene dihidroanatoxina-a y/o
dihidrohomoanatoxina-a con dicho anticuerpo para el andlisis in vitro de

dihidroanatoxina-a y/o dihidrohomoanatoxina-a.

22. Uso segun la reivindicacién 21 que comprende:

a) poner en contacto una muestra con el anticuerpo definido en una cualquiera de las
reivindicaciones 16 a 19;

b) incubar la muestra y el anticuerpo de la etapa (a) durante un periodo de tiempo
adecuado para que tenga lugar una reaccion inmunoquimica; y

¢) determinar la existencia de reaccién inmunoquimica tras la incubacion de la etapa

(b).

23. Uso de un compuesto de formula (1), (Il) o (Ill) definido en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 15 para el andlisis in vitro de dihidroanatoxina-a y/o

dihidrohomoanatoxina-a.

24. Uso segun la reivindicacion 23 que comprende:
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a) poner en contacto una muestra con un anticuerpo anti-dihidroanatoxina-a y/o anti-
dihidrohomoanatoxina-a con el compuesto definido en una de las reivindicaciones 1
a 15;

b) incubar la muestra, el anticuerpo y el compuesto de la etapa (a) durante un periodo
de tiempo adecuado para que tenga lugar una reacciéon inmunoquimica; y

¢) determinar la existencia de reaccion inmunoquimica tras la incubacion de la etapa

(b).

25. Uso segun la reivindicacion 24, donde la determinacion de la reaccion
inmunoquimica en el paso (c) se realiza mediante un ensayo competitivo, usando como
competidor un compuesto o derivado marcado definido en una cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 15.

26. Uso del anticuerpo definido en una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 19 para
la purificacion y/o concentracion de dihidroanatoxina-a y/o dihidrohomoanatoxina-a de

una muestra.

27. Uso segun la reivindicacion 26 en el que la purificacion y/o concentracion se realiza

mediante cromatografia de afinidad que comprende las siguientes etapas:

a) inmovilizar al menos un anticuerpo descrito en cualquiera de las reivindicaciones 16
a 19 sobre un soporte;

b) hacer pasar la muestra a través de dicho soporte para que retenga la
dihidroanatoxina-a y/o dihidrohomoanatoxina-a presente en dicha muestra; y

¢) eluir la dihidroanatoxina-a y/o dihidrohomoanatoxina-a retenida en el soporte.

28. Kit de deteccion y/o determinacién de dihidroanatoxina-a y/o dihidrohomoanatoxina-
a que comprende al menos un anticuerpo segun se describe en cualquiera de las

reivindicaciones 16 a 19.

29. El Kit segun la reivindicacién anterior que comprende un compuesto descrito en

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15.
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