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PREPARACION DE NUEVOS BIOCONJUGADOS Y ANTICUERPOS PARA LA
INMUNODETECCION DE OCRATOXINA A

DESCRIPCION

La presente invencion se refiere a bioconjugados y derivados marcados de
ocratoxina A por posiciones diferentes de la molécula, adecuados para la produccidn
de anticuerpos de elevada afinidad para ocratoxina A. Asimismo, ia presente invencion
también se refiere al uso de bioconjugados de ocratoxina A y de derivados
marcados de ocratoxing A como antigenos de ensayoc. Ademas, la presente
invencién también se refiere a mélodos de analisis, concentracion v extraccién de
ocratoxing A utilizando los anticuerpos obtenidos, en ocasiones junto con antigenos de
ensayo que son bioconjugados o derivados marcados. Esta invencidn iambién
proporciona un kit para analizar ocratoxina A gue comprende anticuerpos frenie a esta
micotoxing, en ocasiones junto con antigenos de ensayo que son bicconjugados o

derivados marcados de a ocratoxina A.

ESTADO DE LA TECNICA

Las biotoxinas son un tipo de contaminante cuya presencia en alimentos, aguas v
piensos representa un verdadero problema para la salud humana vy el bienestar
animal, ocasionando importantes pérdidas acontmicas a los sectores agroalimentario,
agropecuario y piscicola. La clase de bictoxinas mas frecuentemente detectadas en
alimentes son las producidas por hongos, o micotoxinas. Aungue se han identificado
mas de 400 diferentes micotoxinas con una gran diversidad estructural, es sobre las
toxicologicamente mas relevantes sobre las gue existe una reglamentaciéon mas

definida en cuanto a los limites maximos permitidos en alimenios.

La ocratoxina A es la micotoxina mas importante de la familia de las ocratoxinas.
Estructuraimente consiste en una molécula de L-fenilalaning unida, a través de un
puente amida, a un grupo p-clorofendlico gue contiene un grupo de dihidroisocumarina
(Figura 1). Los principales efectos nocivos de esta micotoxina son nefrotéxicos,
aungue también se ha observado actividad hepatotéxica, neurctdxica, feratogénica,
inmunoctéxica y carcinogénica en diferentes especies animales. La ocratoxina A es

sospechosa de ser la causa de enfermedades crénicas de deseniace fatal, como la
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nefropatia endémica de los Balcanes (BEN) y la nefropatia de Tunez (TCIN). Ademas,
dado que el consumo de alimentos contaminados con OTA estd asociado con una
mayor incidencia de tumores en el tracto urinaric superior en el hombre, esia
micotoxina ha sido clasificada como posible carcindgeno por la Infernalional Agency
for Research on Cancer (IARC). Dos especies del género Peniciflium producen
geratoxina AL P verrucosum, la principal fuente de  contaminacion en grano
almacenado, y F. nordicum, el mayor productor encontrade en productos carnices. No
obstante, la mayoria de los hongos ocratoxigénicos son del género Aspergifius, v
particularmente uno de los principales produciores es A. carbonarius, el cual se
encuentra frecuentemente en vifedos. Por orden de aporte de ocratoxinas totales a la
dieta encontramos los cereales (58%), el vino (21%), el zumo de uva (7%), &l café

(5%) v ia carne de cerdo (3%).

Las técnicas analiticas para la delerminacidn de ocraloxina A en alimenitos son
fundamentaimente de dos tipos: cromatograficas v de reconocimiento molecular.
Entre las primeras, la que goza de mas aceptacion actualmente es HPLC-MS/MS,
mieniras gue entre las segundas la mavoria emplea anticuerpos como elemento de
deteccidn. Las técnicas cromatograficas constituyen la metodologia de referencia,
debido a su elevada sensibilidad, reproducibilidad vy fundamentalmenie por su
capacidad de determinar varias micotoxinas simultaneamente (K F. Nielsen et al., J
Agric. Food Chem. 2015, 63, 1028-1034). Por su parte, las técnicas basadas en la
interaccion  anticuerpo-analitc  (inmunocensayos, cromatografia de  afinidad, tiras
inmunorreactivas) se consideran la mejor opcidn cuando es necesario realizar un
elevado numero de analisis en poco tiempo y/o en entomos poco dotados
técnicamente. De hecho, ias micofoxinas, y en particular la ocratoxing A, constifuyen
probablemente el grupo de contaminantes en donde estos métodos rapidos
imunogquimicos han alcanzado un mayor grado de aceptacidn e implantacion,
existiendo un gran numerce de empresas de inmunodiagnostico que comercializan
ensayos tipo kit para la deteccidn de estos contaminantes (E. P. Meulenberg, Toxins
2012, 4, 244-206).

Los métedos inmunoanaliticos se basan en la unidn selectiva, reversible v no
covalente entre la sustancia a detectar {(analito) v un anticuerpo gue la reconoce
especificamente. La ocratoxina A, debido a su bajo peso molscular, no es

Imunogénica, y por tanto es incapaz de generar una respussta inmune por si misma
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cuando se inyecta en un animal de experimentacion. Para poder generar anticuerpos
para ocratoxina A es necesario acoplaria covalentemente a una proteina, de forma que
el conjugado obtenido si resulte inmunogénico y permita la produccion de anticuerpos
frente a la micotoxina. Para consequir oblener esios conjugados, a menudo es
necesario recurrir al disefio v sintesis ex novo de un derivado, a través de estrategias
que permitan la incorporacion, en la posicion deseada de la molécuia, de una cadena
hidrocarbonada con un grupo funcional terminal, respetando su estructura vy grupos
quimicos caracieristicos. Esta estrategia posibilifa presentar la molécula al sistema
inmune de la manera mas adecuada para lograr anticuerpos de gran afinidad vy
especificidad. Sin embargo, la ocratoxina A posee en su estructura un grupo
carboxilato que posibilita el anclaje directo a la proteina, por lo que, debido a las
dificuliades sintéticas gue conlleva la sintesis total de derivados potencialmente mas
adecuados desde ef punio de vista esiructural, todos los anticuerpos obienidos hasta
la fecha capaces de reconocer a ocratoxing A se han obtenido empleando dicho grupo
carboxilato para la obtencion de los conjugados. La efeclividad de esta estrategia ha
side muy variable (X Li st al,, Food Anal. Methods 2013, 6, 1433-1440). En todo caso,
la generacion de anticuerpos para ocratoxing A a partir de haptenos en los que &l
qrupo carboxilato se encuentre libre v por tanto pueda inieraccionar con el anticuerpo,
constituye una via no explorada que podria permilir [a generacidn de anticuerpos con
caracteristicas diferentes a las de los actualmente disponibles, adecuados no sdélo
para el desarrolio de inmunoensayos mas sensibles v especificos, sino también para
su implementacién en nuevas plataformas analiticas basadas en tecnologias
avanzadas, tales como bicsensores de diferente lipo, ensavos multiplex y métodos

hasados en fransferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET).

Existe por tanio la necesidad de obiener derivados funcionalizados de ocratoxina A no
explorados anteriormente que permitan la generacidn de anticuerpos de mayor
afinidad que los producidos hasta la fecha. Estos anticuerpos mejorades oblenidos a
partir de haptenos innovadores constifuiran la base para desarrollar nuevos métodos
inmunoanaliticos para la determinacion, deteccidn, concentracién ¢ extraccién de
ocratoxina A, preferentemente medianie la utilizacién 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 bioconjugados vy derivados marcados de
ocratoxing A, v el usc de los bioconjugados para la obtencidn de anticusrpos para

ocratoxing A.

Por tanto, un primer aspecto de la presente invencidn se refiere a un bioconjugado de

formula general (I):

[T-1~Z],~P
{8

donde;

T se selecciona del grupo que consiste en B v R-li;

Preferiblemente T es RB-l

L es una cadena hidrocarbonada de 0 a 40 atomos de carbono, donde la cadena es
lineal o ramificada, saturada ¢ insaturada, y dicha cadena hidrocarbonada comprende
la sustitucidn de entre 0 y 10 atomos de carbono por heteroadlomos, que se
seleccionan del grupo gue consiste en S, O y N; preferiblemente L es una cadena
hidrocarbonada lineal de 1 a 20 atomos de carbono y dicha cadena hidrocarbonada
comprende entre 0 y 4 hetercatomos seleccionados del grupo que consisteen Oy N, v
mas preferiblemente L es una cadena hidrocarbonada lineal saturada de 1 a 10
atomos de carbono y opcionalmentie la cadena hidrocarbonada comprende entre 1 y 4

heteroatomos seleccionados del grupo que consiste en Oy N, y
Z es un grupo funcional seleccionado entre:

~{C=0O)NH-, ~-NH(C=0)-, ~{C=0}5~, ~S{C=0)-, ~(C=0)0, ~H{C=0), ~OHC=0)0-,
~0(8=0}0~-, 0800, ~NH(E=0)O—, ~O(S=0)NH~ ~NH(S0,}0—,~O(S0,)NH~-,



10

15

20

25

WO 2018/091756 S PCT/ES2017/070759

~(SONH—,  =NH(SO0)~  -O{C=0)NH-  -NH({C=0)0-,  -NH(C=0O)NH-,
~NH{C=S)NH-, ~NH-, ~N{aiquilo Ci-Ce)-, ~S-, =S-8=, ~NH-NH=, ~N=C-, ~C=N-,
~NH{C=NH)-, ~N=N-, ~O-, ~CH=CH-,

O
[ N=N
-~ Y i
N— ,N\%\
O

En una realizacién preferida, € se selecciona del grupo que consiste en ~(C=0O)NH~,
~NH(C=0)~, ~O(C=0O)NH~, ~NH(C=0)0~, ~NH({C=0}NH~, ~NH~, ~&~,

O
N=N
S ¥ ;
/
N ,N\/;)\
!
O

Mas preferentemente, £ s —~{C=0O)NH—.

P es un péptido ¢ polipéptido, natural ¢ sintético, de peso molecular mayor de 2000
daltons. El péptido o polipéptido ¥ puede estar 0 no unido, mediante interaccion
covalente, elecirostdtica o de otro tipo, a un soporte. Dicho soporte puede ser un
polimero sintético © no, o estar compuesto por nanomateriales como nanoctubos de

carbono, zeolitas o silice mesoporosa.

Segun ofra realizacion preferida de la presente invencion, &l bicconjugado de formula
(8 descrito en esta solicitud de patenie se caracteriza porque P se selecciona del
grupo que consiste en albumina, firogiobulina, hemocianina, beia-galactosidasa,
paroxidasa, fosfatasa y oxidasa. Mas preferiblemente P es peroxidasa ¢ albumina, que

puade ser albumina de huavo o albumina sérica; y

n es un namers con un valor entre 1 y 500; preferiblemente n es un valor entre 1y
100.

El valor de n indica el grado de conjugacion, es decir, la relacidn molar entre la
fraccion derivada del fragmento T-L~£ v e péplido o polipéptido P, en el bicconjugado

de férmuia (b resuliante.

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

{(fy es un bioconjugado de férmula (la)
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o
P
=1
o
72

(la)

donde:

P vy n se han definide anteriormente. Preferiblemente P es albumina ¢ peroxidasa y n

es un valor seleccionado entre 1y 50.

Segun otra realizacion preferida, e bioconjugado de formula (1) es un bioconjugado de

férmula (ib)

(o)

donde;

P y n se han definido anteriormente. Preferibiemants P es albimina o peroxidasa y n

es un valor seleccionado entre 1 v 50

£l bioconjugado de formula (1) de la presente invencién se puede cbiener por un
procedimiento que comprende hacer reaccionar un derivado funcionalizado (hapteno)
de la ocratoxina A con P, un polipéptido natural o sintético de peso molecuiar mayor a

2000 daltons, por métodos ampliamente conocidos en la técnica.

En otra realizacion de la presente invencién, cuando e material portador es un

marcador no isotépico detectable, el derivado es un compuesto de formula (i):

[T-L~Zlm-C
()
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donde T, L v £ tienen el mismo significado definido anteriormente para el bioconjugado

de formuia (b,

Q es un marcador no isotdpico detectable; y

i1 es un numere con un vaior entre 1 vy 1000; preferiblemente m es un valor

seleccionado entre 1y 100,

En la presente invencion se entiende por “marcador’ cualquiar molécula o fragmento
que de lugar a una senal medible por cualquier tipo de técnica analitica. En ia presente
invencidn, Q identifica un fragmente ¢ una molécula quimica detectora, marcadora ¢

trazadora no isotdpica.

En una realizacion preferida, § es una enzima, bictina, un compuesto luminiscente, un
fiuordforo, un marcador acoplado a un sistema de deteccion indirecta, micro o
nanoparticulas u otros. Preferentemente, G se selecciona del grupo gue consiste en
peroxidasa, fosfatasa alcaling, bictinag, fluoresceina o uno cualguiera de sus derivados,
un fluordfore de cianina, un fluordforo de rodamina, un fluordforo de cumarina, un
bipiriic de rutenic, luciferina o uno cualquiera de sus derivados, un éster de acridinio,
nanoparticulas cuanticas (en inglés guantum dols), y micro- ¢ nanoparticulas de oro

coloidal, de carbon o de latex.

Preferiblemente, en el compuesto de fdrmula (I, £ se selecciona del grupc que
consiste en —{C=O)NH-, ~NH{C=0), ~O{C=0O)NH~, ~NH(C=0)0~, ~NH{C=0)}NH~,
~NH-~, ~5—,

Preferiblemente L, en el compuesto de férmuia (i), es una cadena hidrocarbonada
lineal de 1 a 20 atomos de carbono y dicha cadena hidrocarbonada comprende entre 0
y 4 hetercatomos seleccionados del grupe que consiste en O y N, y mas
preferiblemente L es una cadena hidrocarbonada lineal saturada de 1 a 10 alomos de
carbono y opcionalmente la cadena hidrocarbonada comprende entre 1 vy 4

heteroatomos seleccionados del grupo que consiste en Oy N;



WO 2018/091756 8 PCT/ES2017/070759

Este compuesio de formula () puede utilizarse con un anticuerpo de ocratoxina A
para determinar o detectar esta micotoxing en una muestra mediante la tecnoiogia de

FHTUNocensayo.

5  Segun una realizacion preferida, el derivade de formula (i) es un derivado de férmula
(Ha)

{(Hia)

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

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

Segun otra realizacion también mas preferida, el derivado de formula (B) es un

derivado de formula (i)

/ HO._.O
i I
{!Q‘IN
1 H

i

\
\

(iib)

15  donde Q se selecciona del grupe que consiste en peroxidasa, bioting, fluoresceina o

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

El derivado marcado de formula () de la presente invencién se puede obtener por un
procadimiento que comprende hacer reaccionar un derivade funcionalizade (hapteno)
de la ocratoxina A con Q, un marcador no isotdpico, por métodos ampliamente

20 conocidos en a técnica.
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El bioconjugado de formula (I de la presente invencidn puede ulilizarse para la
produccion de anticuerpos, o junto con un anticuerpo de ocratoxina A para determinar
o detectar esta micotoxing en una muesira mediante la tecnologia de inmunoensayo.
Ademas, los derivados marcados de formula () pueden utilizarse junto con un
anticuerpo de ocratoxina A para determinar o detectar esta micotoxina en una muestra

mediante la tecnologia de inmunoensayo.

Fara obiener anticuerpos frente a ocratoxing A se han preparado derivados
funcionalizados de dicha micotoxina (haptenos), es decir, analogos estructurales de
ocratoxina A gue incorporan un grupo funcional susceptible de ser utilizado para la
conjugacion a un portador P o marcader Q. Este grupe funcional esta separado del
esgueleto de la molécula de ocratoxing A por un espaciador L. La posicion de
incorporacion del grupo funcional a la estructura de ocratoxina A para la conjugacidn
no es un aspecio cohvio v pusde ser determinante para ia viabilidad de los
bicconjugados de férmula (8 como inductores de la produccidon de anticuerpos de
afinidad y selectividad adecuadas frenie a ocratoxing A, e incluso para la viabilidad de
los bioconjugados de formula () ¢ de derivados marcados de formula () para actuar
como moléculas competidoras que permitan el desarrolle de un inmuncensayo

sensibie y especifico para dicha micotoxina.

En el contexto de esta invencién el término “anticuerpo” se refiere a la inmunogiobuling
gue un animal o una célula hibrida {como un hibridoma) sintetiza de forma especifica

contra el inmundgeno de ia invencidn (bioconjugado de a invencion).

Por tanto, un tercer aspecto de la presente invencidn se refiere a un anticuerpo (a
partir de ahora anticuerpo de la invencién) generado en respuesta a un bioconjugado
de la invencidn, en particular al bioconjugado de férmula (I). Mas preferiblemente los
anticuerpos son generados en respuesta al bioconjugado de férmula (la) o (ib), mas

preferiblemente al bicconjugadoe de formula (la).

Un cuarto aspecio de la invencién se refiere al uso del bioconjugado anteriormente

descrito para la obtencidn de anticusrpos.

El procedimientc de obtencidn de los anticuerpos de la invencidén a partir de
bioconjugados de la invencidn se puede llevar a cabo por métedos de inmunizacidn
ampliamente conocidos en la técnica, como por sjiemplo a partir de la inmunizacidn de

un animal. Los anticuerpos generados a partir de un bioconjugado de la presente
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invencidén pueden ser anticuerpos policlonales, anticuerpos monoclonales, anticuerpos
recombinantes ¢ fragmentos de anticuerpo. Los anticuerpos de la invencidn tienen aita

afinidad y especificidad hacia ocratoxina A

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un antisuero (a partir de ahora

antisuere de la invencidn) gue comprende los anticuerpos de la invencién.

£l término “antisuere” se refiere a un suero obtenido tras {a inmunizacién de un animal
con un inmunégeno. El antisuero comprende anticuerpos especificos de dicho
inmundgeno generados fras la respuesta inmune producida en e animal. En ef
contexio de la presente invencidn, el inmundgeno es &l bicconjugado de la invencidn y
el anlisuero comprends anticuerpos especificos generados frente al bioconjugade de

la invencién, los anticuerpos de la invencion.

Un quinto aspecto de la presente invencidn se refiere a un método de andlisis in vitro
de ocratoxina A en una muestra que comprende el uso del anticuerpo anteriormente

descrito. Freferiblemente, este método comprende las siguientes etapas:

a) poner en contacto la muestra con el anticuerpo o el antisuero de la invencion;
b} incubar la muestra y ef anticuerpo (o el antisuero) de la etapa {8) durante un periodo
de tiempo adecuado para gue tenga lugar una reaccion inmunoquimica; y

¢) determinar la existencia de reaccidn inmunoquimica tras la incubacidn de la etapa

{b).

El método de la presente invencion permite la determinacion cuantitativa o analisis
cuglitativo del contenido de la micotoxing ocratoxina A en una muestra. Asimismo, el
método de la presente invencidn permite analizar el contenido de ocratoxina A en
diferentes tipos de muestras, por ejemplo, mussiras de alimentos, como cereales,
frutas v vinos, muesiras medicambientales {ales como agua, suelo o superficie, v
muestras bioldgicas aisladas fales como orina. Preferentemente, 1a presente invencidn

proporciona un método de analisis in vitro de ocratoxina-A en vinos, cervezas y zumos.

Segun una realizacion preferida, la determinacion de la reaccion inmunoquimica en &l
paso (o) se realiza mediante un inmunocensayo compelitivo, usando como competidor
un bioconjugade de formula ) o un derivado marcado de formula ().

Preferentemente, el inmunocensayo competitive es de tipo ELISA.
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El término inmunoensayo hace referencia a un ensayo analitico en &l que ccurre una
reaccién inmunoguimica para la deteccién o cuaniificacidon de un anaiite. Los
inmunoensayos competitivos son aguélios en los que el analiio compite con otra

molécula por la unidn con el anticuerpo.

El términc “antigeno” en esta solicitud de palente se refiere a una moiécula capaz de
interaccionar especificamentie con un  anticuerpo. La interaccidn o reaccién
inmunoguimica consiste en la unidn especifica vy no covalente entre un anticuerpo y un

antigeno, pudiendo ser éste &l analito o un antigeno de ensayo.

En la presente memoria el términce “antigeno de ensayo”, "antigeno enzimatics” o
“razador” se reflere a un bioconjugado de formula ) ¢ a un derivado marcado de

formuia (i) que se utiliza en el ensayo competitivo.

Un sexto aspecto de la presente invencion también se refiere a un kit de deteccidn de
ocratoxing A que utiliza al menos un anticuerpo de la invencién. Adicionalments, el kit
de deteccidén de ocratoxina A puede comprender un bioconjugado de formuia (§) o un
derivado marcado de formula (i) tal como se describen en la presenie soliciiud de

patente.

Un séptimo aspecio de la presente invencion también se refiere a un mélodo de
purificacidon y/o concentracidn de ocratoxing A de una muestra qgue comprende el uso
del anticuerpe anteriormente descrito. Parlicularmente, este meélodo se basa en
inmovilizar al menos un anticuerpo de la invencion sobre un soporte cualquiera v hacer
pasar una muestra a través de dicho soporie para gue retenga ia ocratoxina A
presenie en dicha muestra. La elucidn posterior de la ocratoxina A ratenida en el
soporte por métodos ampliamente conocidos en ia técnica {cambio de pH,
modificacion de la fuerza idnica, utilizacién de agenies caiotropicos) permitird su
purificacidn y/o concentracién, en un sisiema conocido como cromatografia de
inmunoafinidad. En una reslizacién preferida, este método comprende las siquientes
atapas:

a) inmovilizar &l menos un anticuerpo descritec en cualquiera de las reivindicacionss

12 © 13 sobre un soporie;

b} hacer pasar la muestra a través de dicho soporte para que retenga la

ocratoxina A presente en dicha muestra; v
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©) eluir la ocratoxina A retenida en el soporte.

Los términos "inmundgeng” e “inmunogeénico” tal como se utilizan en la presente
invencidn se refieren a una sustancia que es reconocida como extrafia al organismo
vivo y por lo tanto es capaz de producir o de generar una respuesta inmune en un

hugsped. E£n la presents invencidn el inmundgenc es un bioconjugado de férmula ().

A lo large de la descripcion vy las reivindicaciones, la palabra "comprende” y sus
variantes no pretenden excluir ofras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes ¢
pascs. Para los expertos en la materia, olros objetos, ventajas vy caraclerisiicas de la
invencidn se desprenderan en parte de la descripcion v en parie de la practica de la

invencion.

A continuacion se Hlustra con algunos ejemplos y figuras la forma en que puede
efectuarse la preparacién de varios derivados funcionalizados de ocratoxing A
(haptenos) y los correspondientes bicconjugados de férmula (), gue no pretenden que
sean limitativos de la presente invencidn, y que sirven para mostrar no sélo la forma en
que puede efectuarse la preparacion de los mismos sine también la importancia gue
puede tener la naturaleza estruciural del bioconjugado de formula (1) para la
produccion de anticuerpos de afinidad adecuada hacia el analito, aplos para el

desarrollo de un eficaz método inmunocanalitico.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Fig. 1. Estructura de la ocratoxing-A.

Fig. 2. Esquema de la sintesis del éster activo del hapteno OTA-1 (NHS-0TA-1).

Fig. 3. Esquema de la sintesis del éster activo del hapteno OTA-2 (NHS-0TA-2).

Fig. 4. Esquema de la sintesis del éster activo del hapteno OTA-3 (NHS-0TA-3).

Fig. 5. Esquema de la preparacion de un bioconjugado de formula () a partir del
correspondiente derivado funcionalizado (éster activo) de ocratoxina A.

Fig. 6. Curvas estandar para ocratoxina A en el formato de ELISA competitivo
homdlogo directo obtenidas con el mejor anticuerpo monocional producido a partir del
bicconjugado BSA-OTA-1 {mAb 1a#310b; trianguios) v con el mejor anticuerpo
monoclonal producido a partir del biocconjugado BSA-OTA-2 (mADb tb#115; circulos).
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EJEMPLOS

A continuacion, se ilustrard la invencidn mediante unos ensayos realizados por los
inventores, que ponen de manifiesto la efactividad de los bioconjugados de formula (B
para la obtencién de anlicuerpos frente a ocratoxing A v el desarrollo de un
inmunoensayo de elevada sensibilidad para la misma. Los nuimeros en negrita hacen
referencia a la correspondiente estruclura que se muestra en los esquemas. Estos
ejemplos se presentan a modo de demosiracion, perce de ningun modo pueden

suponer un limite a la invencidn.
1. Preparacion de bioconjugados de formula ()

Ejemplo 1: Preparacidn de bioconjugados de férmula () para T = R, L =
CHCHCHCHCH,, € = {C=0O)NH- v P = BSBA (sercalbimina boving), OVA

{ovalbimina) y HRP (peroxidasa de réabano picante).

1.1. Preparacion del éster de N-hidroxisuccinimidilo del hapteno OTA-1 (NHS-OTA-T).

OH
s[ N by, AGSO,
| #>ch, EtOH,3hta
i 75%
1 2

Preparacion de 4-cloro-2,6-diyodo-3-metilfenc! (2). EtOH absoluto (31 mL) se afadio
sobre una mezcla de 4-cloro-3-metilfeno! (1) (1,78 g, 12,5 mmol), iodo 6,83 g, 27,3
mmol, 2,2 equiv) v AgSQO, (7,76 g 24,9 mmol, 2 equiv) y la mezcla se mantuvo bajo
agitacién durante 3 horas a temperatura ambiente. Una vez finalizada la reaccidn, la
mezcla se filtrd para separar las sales, utilizando CHCl; para lavar. El filtrado se lavd
con una disolucion acuosa al 10% de Nay3:0; v salmuera. Tras secar sobre MgSCy
anhidro y evaporar el disolvente a vacio, el residuo obtenido se purificd a través de
una columna de gel de silice, utilizando hexano como eluyente, para obtener ef
compuesto 2 como un sdlido blanco (3,72 g, 75%). Pf. 91,0-82,0 'C (cristalizado de

hexano en frio).

Datos espectroscopicos de 2 'H-RMN (CDCl,, 300 MHz): 8 (ppm) 2.59 (s, 3H, Me-3),
583 (s, 1H, OH), 7.72 (s, 1H, H-5). PC-RMN (CDCl;, 75 MHz): 8 (ppm) 26.8 (Me-3),
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77.6 (C-8), 90.5 (C-2), 125.2 (C-4}, 137.8 (C-5), 140.3 (C-3), 152.6 {C-1). EMAR (TOF
E30Y): calculado para C.H,CHOC [M-HT 392.8046, encontrado 392.8042.

PACL(dppHCH,CL
Et;N, CO (90 psi)

MeOH, 2.5h, 80°C

82%

Preparacion de 5-cloro-2-hidroxi-4-metifbencenc-1,3-dicarboxilato de dimetilo (3). Una
mezcla del fenol 2 (300 mg, 0,76 mmol} y PACL(depf)- CHCl; (84,0 mg, 0,08 mmaol, 0,1
equiv) en MeOH anhidro (@ mL) en un reactor tiny Blichi se purgd exhaustivamente por
ciclos repetidos de vacio-purga con argén, enfriando a 0 'C. Tras esto, y bajo una
corriente de argdn, se afadio rapidamente EtN (0,583 mb, 3,8 mmol, 5 equiv) v se
volvié a someter el sistema a ciclos de purga a 0 'C, primero con argén vy luego con
CO. A continuacion, se ajustd la presién de CO de 90 psi y la mezcla de reaccion se
agité a 90 'C durante 2,5 horas. Transcurrido este tiempo se enfrié el reactor v se
vented, ia mezcla de reaccidn se fransfierié a un matraz de fondo redondo con ia
ayuda de CHCh v se concentrd a sequedad a presion reducida. El residuc se
suspendié en ELO v se filtrd, &l filtrado se lavd con una disolucion acucsa tM de HCl y
salmuera, se secd sobre MgSQO, anhidro v se evapord el disolvente a vacio. El residuo
obtenido se purificsd por cromatografia sobre gel de silice, empleando como sluyente
mezclas de hexano-AcOEL (95:5 y 90:10), para obtener el compuesto 3 como un solido
de color blanco (158 4 mg, 82%). Pf. 68,1-67,1 'C (cristalizade de hexano en frio).

Datos espectroscopicos de 3 'H-RMN (CDCl,, 300 MHz): 8 (ppm) 2.35 (s, 3H, Me-4),
3.96 (s, 6H, 2xOMe), 7.87 (s, 1H, H-6), 10.98 (s, 1H, OH). “C-RMN (CDCl,, 75 MHz):
& (ppm) 18.0 (Me-4), 52.7 (2xOCH.), 111.5 (C-3), 124.8 (C-5), 125.1 (C-1), 130.6 (C-
8), 141.5 (C-4), 156.8 (C-2), 166.8 (COx3), 188.1 (COx1). EMAR (TOF ESI™:
calculado para CiHpCIOs [M+H]™ 258.0368, encontrado 259.0356.

i. LDA, THF, -78°C, 30 min

ii. CHsCHQ, de -78°C a 0°C

82%
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Preparacion de 5-cloro-8-hidroxi-3-metil-1-oxoisocromano-7-carboxilato de metilo (4).
Una disolucidn del dicarboxilato de dimetilo 3 (82,4 mg, 0,32 mmol} en THF anhidro
{200 uL) se adicioné gota a gota, a 78 ‘C bajo nitrégeno, scbre una disolucién de
diisopropilamiduro de litio (LDA) en THF, generada a partir de diisopropilamina (130
ul, 0,88 mmol, 2,75 equiv), Bull (500 uyl de una disolucion 1,6 M en hexano, 0,8
mmol, 2,5 equiv) y THF anhidro (1,15 mb). La mezcla se mantuvo con agitacion 30
minutos a -78 'C vy a continuacién se afadié acetaldehido (150 ul, 2,55 mmol, 8
equiv). La mezcla de reaccidn se agitd a la misma temperatura durante 10 minutos v a
0 'C durante 1,5 horas. Una vez finalizado el iempo de reaccion se afadio 1 mL de
una disolucion 1:2 de AcOH en ELO a 0 'C, se diluyd con AcOFEt v se favo con agua y
salmuera, se sect scbre MgSQ0O, anhidro v se concentrd a vacio para obtener un
residuo gque se purificd por cromatografia de columna, empleando como eluyente
mezclas de hexano-AcOERACOH (100:0:0,3 y 85:5:0,3) para obtener el compuesio 4

como un semisdlido de color blanco (51,7 mg, 82%).

Datos espectroscopicos de 4 (una mezcla racémica) 'H-RMN (CDCL, 300 MHz): 5
(ppm) 1.58 (d, J= 8.4 Hz, 3H, Me-3}, 2.84 (dd, J= 17.4, 116 Hz, 1H, H-4), 3.27 (dd, J
= 17.3, 3.2 Hz, 1H, H-4}, 3.95 (s, 3H, CO,CH3), 4.42-4.92 {m, 1H, H-3), 8.11 (5, TH, H-
8), 12.19 (s, 1H, OH). *C-RMN (CDCl;, 75 MHz): & (ppm) 20.6 (Me-3), 32.6 (C-4), 526
(OCH.), 75.1 (C-3), 111.2 (C-7}, 118.4 (C-8a), 121.7 (C-5), 138.0 (C-6), 142.2 (C-4a),
161.1 (C-8), 185.0 (C-1), 167.9 (CO,-7). EMAR (TOF ESI™): calculado para CqoH,,CI0s
IM+HT 271.0368, encontrado 271.0371.

i. LIOH, THF-H»0, 3.5h, reflujo

i tM HCEH HyO, 2h, ta
cuantitativa

Preparacion del dcido 5-cloro-8-hidroxi-3-metil- 1-oxoisocromano-7-carboxifico (B). Una
disolucion de LIOH-HO (1150 mg, 2,73 mmol, 10 equiv) en agua (1,20 mL) se
adiciond sobre una suspension de la dihidroisocumarina 4 (74,0 mg, 0,27 mmol) en
THF anhidre (810 uyb). La mezcla se calenté a reflujo durante 35 horas v a
continuacion se enfrid a 0 'C y se acidificd con una disolucion acuosa 1M de HCI (4,91
mL, 4,91 mmol, 18 equiv). La mezcla de reaccidn se agitd a temperatura ambiente

durante 2 horas, se diluyé con agua y se extrajo con AcCOEL Las fases organicas
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reunidas se lavaron con salmuera, se secaron sobre MgSO, anhidro v se conceniraron
a presion reducida para obtener el acido 8 (69,9 mg, 100%) como un sdlide amorfo de

color pardo claro.

Datos espectroscopicos de 5 'H-RMN (DMSO-d;, 300 MHz): 8 (ppm) 1.44 (d, J= 6.2
Hz, 3H, Me-3}, 2.88 (dd, J = 17.3, 11.6 Hz, 1H, H-4), 3.20 (dd, J = 17.3, 3.2 Hz, 1H,
H-4), 475 (ddd, J= 11.7, 6.2, 3.2 Hz, 1H, H-3), 7.99 (s, 1H, H-8). “C-RMN (DMSO-dh,
75 MHz): B (ppm) 20.1 (Me-3), 32.2 (C-4), 74.4 {(C-3), 112.5 (C-7}, 117.8 (C-8a), 120.6
(C-5), 138.0 (C-8), 143.4 (C-4a), 160.5 (C-8), 165.4 (C-1), 187.3 (COH). EMAR (TOF
ESI™): calculado para CyHqoCHOs [IM+H] 257.0211, encontrade 257.0212.

O

. Y~ TOC(CHy);
o NH;
CH, |
6
HATU, DIEA DMF, 5h, 80°C
83%
7

Freparacion de  2-(5-cloro-8-hidroxi-3-metil- 1-oxoisocromano-7-carboxamido)-3-(4-
yodofenifjpropanocato de lerc-bulifo (7). A una disolucion del acide § (56,3 mg, 0,22
mmol} en DMF anhidra (1,5 mbL) se afadieron sucesivamente una disolucion de HATU
{125,5 mgq, 8,33 mmol, 1,5 equiv) en DMF anhidra (1,5 mL) v DIEA (80 uL, 0,44 mmoi,
2 equiv). La mezcia de reaccidn se agitd durante 2 horas a temperatura ambiente y
seguidamente se anadié una disclucion de la amina 6 (153 mg, 0,44 mmol, 2 equiv) v
DIEA (80 ub, 0,44 mmol, 2 equiv) en DMF anhidra y se agitd a temperatura ambiente
durante 4 horas, tras Io cual Ia reaccidn se diluyd con AcOEL y se lavd sucesivamente
con discluciones acucsas de HCI (1), LICH (1,5%), NaHCO; (5%) v salmuera, se seco
sobre MgSQC, anhidro y se evapord el disolvente en el rotavapor. El residuc obtenido

se purificd por cromatografia de columna, empleando como eluyente mezclas de
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hexano-AcOERACOH (100:0:0,3, 90:10:0,3 v 80:20:0,3) para obtener el compuesto 7

(107 myg, 83%) como un aceite amarillento.

Datos espectroscépicos de 7 (una mezcla 1.1 de diasterecisomeros): "H-RMN (CDCls,
300 MHz): 6 (ppm) 1.43 (dos s, 4.5H cada uno, CMe; de cada diasterecisdmernp), 1.61
(dos d, J = 6.4, 1.5H cada uno, Me-3 de cada diastereoisémere), 2.84 v 2.89 (cada
uno dd, J = 17.4, 11.6 Hz, 0.5H cada uno, H-4" de cada diasterecisdmero), 3.07-3.24
(m, 2H, Hx-3), 3.30 (dd, J = 17.4, 3.5 Hz, 1H, H-4), 477 (m, 1H, H-3), 484 {dt, J =
7.3,8.0 Hz, 1H, H-2), 898 (brd, J= 7.9 Hz, 2H, H-2" y H-8"), 7.56-7.62 (m, 2H, H-3" y
H-5"), 8.44 (5, 1H, H-6"), 8.57 (m, 1H, NH), 12.78 (s ancho, 1H, OH). "C-RMN (CDCl,
75 MH2): © (ppm) 20.7 (Me-3), 28.0 (CMe;), 32.3 (C-4), 37.6 (C-3), 54.3 (C-2}, 75.9
(C-3), 82.6 (CMeg), 82.4 (C-47), 110.0 (C-8a), 120.7 (C-7), 1231 (C-5), 1215 (C-27 y
C-687}, 138.1 (C-17), 137.4 (C-37 y C-57), 138.9 (C-8), 140.7 (C-4a), 158.0 (C-8), 162.1
(CONH), 169.7 (C-1), 170.1 (C-1). EMAR (TOF ESI"): calculado para CaHasNCHO,
iM+H]" 586.0488, encontrado 586.0459.

{H3C)3C0

PACL(Ph,P)s Cul, ELN | DME, ta, 21h
62%

Preparacion de  6-(4-(3-(terc-butoxi)-2-(5-cloro-8-hidroxi-3-metii- 1-oxoisocromanc-
7-carboxamido)-3-oxopropilifenitihex-5-invato de metilo (8). Una mezcla del derivado
yodado 7 (36,5 mg, 0,082 mmol}, hex-5-icnato de metilo (8) (27,4 mg, 0,217 mmol, 3,5
equiv), PdCL(Ph:P). (5,1 mg, 7,310 mmol, 0,12 equiv) y Cul (2,2 mg, 11,5-10° mmai,
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0,18 equiv) se purgd con ciclos repetidos de vacio-nitrégeno mientras se enfriaba a 0
"C. A continuacion, se afadic DMF anhidra (730 ul) v se volvio a purgar el sistema, se
afadid ELN (540 ul, 3,87 mmol, 62 equiv) v se volvid a purgar el sistema a baja
temperatura. La mezcla de reaccidn se agitd a temperatura ambiente durante 21
horas, tras lo cual se diluyd con AcOEL y se lavd sucesivamente con disoluciones
acuosas de HCI(1M), LICH (1,5%), NaHCQO; (5%) vy salmuera. La fase organica se secd
sobre MgS04 anhidro y se concentré a presion reducida para obtener un residuc gue
se purificd por cromatografia de columna sobre gel de silice, empleando como
eluyente mezclas de hexano-AcOEt (80:20, 70:30 y 50:50), para obtener el alquino 8

(22,5 mg, 62%) como un aceite de color amarillento.

Datos espectroscépicos de 8 (una mezcla 1.1 de diasterecisomeros): 'H-RMN (CDCl,
300 MHz). & (ppm) 1.43 (s ancho, 9H, CMe; de los dos diasterecisomero}, 1.80 (dos d,
J= 8.3 Hz, 1.5H cada uno, Me-3" de cada diasterecisdomero), 1.87-1.98 (m, 2H, Hp-3),
2.50 (m, 4H, H-2 vy H-4), 2.84 vy 2.89 (dos dd, J= 17.5, 11.5 Hz, 0.5H cada uno, H-47
de cada diasterecisémero), 2.18 (m, 2H, Hx-17), 3.30 (dd, J= 17.4, 3.5 Hz, 1H, H-4"},
3.88 (s, 3H, CH30), 4.71-4.82 (m, 1H, H-37), 496 (dt, J= 7.3, 8.0 Hz, 1H, H-27}, 7.14
(d, J=7.9Hz 2H, H-3' y H-5), 7.30 {dd, J= 8.2, 1.4 Hz, 2H, H-2’ y H-6"), 8.45 (s, 1H,
H-68), 8.56 (m, 1H, NH), 12.76 (5, 1H, OH). “C-RMN (CDCl,, 75 MHz): & (ppm) 18.9
(C-4), 20.7 (Me-37), 23.9 (C-3), 28.0 {CMes), 32.3 (C-4"), 32.9(C-2), 38.0 (C-17), 516
(CHLO), 54.5 (C-27), 75.8 (C-3), 81.3 (C-8), 82.5 {CMey), 88.8 (C-5), 110.1 {C-8a),
120.8 (C-77), 122.3 {C-4%, 123.1 (C-57), 1284 (C2 y C-6), 1315 (C-3 y C-5), 136.0
(C-1), 139.0 (C-8"), 1406 (C-4a), 1591 (C-87), 162.1 (CONH), 168.7 (C-17), 170.2
(C-37), 173.6 (C-1). EMAR (TOF ESI™): calculade para CuHasCINGg [M+HT 584.20486,
encontrado 584.2029.
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RACI(PPha)s Hy (4 atm)
THF, 28h, ta

76%

Preparacion de  6-(4-(3-(terc-butoxi)-2-(5-cloro-8-hidroxi-3-melil-1-oxoisocromano-7-
carboxamido)-3-oxopropilifenifhexancato de metifo (18). Una disclucion del alguine 8
(17,6 mg, 0,03 mmol) v RhCH{PPhy): (4.2 mg, 4,5 10° mmol, 0,15 equiv) en THF
anhidro (1,3 mbL) contenida en un reactor tiny Blchi se purgd con hidrégeno. La
presién de hidrogeno se ajustd a 4 atm y se mantuvo con agitacidn a temperatura
durante 28 horas. A continuacion, se vented el reactor v la mezcla de reaccion se
concenird a sequedad a vacio para oblener un residuc que se purificd por
cromatografia de columna, empleando come eluyente mezclas de hexano-AcOEL
(80:10, 80:20 vy 80:40) para obtener el compuesio 18 (13,4 mg, 76%) como un aceite

amariliento.

Datos espectroscopicos de 10 (una mezcla 1.1 de diasterecisémeros): 'H-RMN
(CDCH,, 300 MHz)y & (ppm) 1.31-1.38 (m, 2H, Hx-4), 142 {s ancho, 9H, CMe; de
ambos diastereoisdmeros), 1.54-1.71 (m, 4H, H,-3, H-5), 1.60 (dos d, J= 6.2 Hz, 1.5H
cada uno, Me-3 de cada diasterecisdmero), 2.30 (t, J= 7.8 Hz, 2H, H,-2), 257 (i, J=
7.8 Hz, 2H, Hx-8), 2.83 v 2.88 (dos dd, J= 17.4, 11.6, 0.5H cada uno, H-4” de cada
diasterecisdomero), 3.17 (d, J= 6.0 Hz, 2H, Hx-1"), 3.28 (dd, J = 174, 3.5 Hz, 1H, H-
47y, 3.66 (s, 3H, OMe), 4.69-4.82 (m, 1H, H-37), 4.84 (dt, J= 7.3, 8.0 Hz, 1H, H-2™},
7.03-7.16 (m, 4H, H-2°, H-3", H-5 y H-8}, 8.46 (s, 1H, H-87), 8.54 (m, 1H, NH), 12.73
(s, tH, OH). “C-RMN (CDCl;, 75 MHz): & (ppm) 20.7 (Me-37), 24.8 (C-5), 28.0
(CMez, 28.7 (C-4), 31.0 (C-3), 32.3 (C-47}, 34.0 (C-2), 35.3 (C-B), 37.8 (C-17), 514
(OMe), 54.7 (C-27), 75.8 {C-3), B2.2 {(Meg), 110.0 (C-8a), 121.0 (C-77), 123.0 (C-
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57, 1284 (C-2° y C-67), 129.4 (C-3 y C-57), 1233.5 (C-17), 138.0 (C-67), 140.5 (C-4a),
141.1 (C-4), 158.1 (C-87), 182.1 (CONH}, 169.8 (C-17), 170.5 (C-37), 174.2 (C-1).
EMAR (TOF ESI): calculado para CuHsCINGg [M+HT 588.2359, encontrado
588.2358.

CLAB
THF-tampon fosfato, ta, 7h

Preparacion def acido 5-(4-(3-(terc-butoxi}-2-(5-cloro-8-hidroxi-3-metil- 1-
oxoisccromanc-7-carboxamido}-3-oxopropilifeniihexancico {(11). Una suspensién del
ester metilico 10 (13,4 mg, 0,023 mmol) v lipasa de Candida aniarctica inmovilizada en
resina acrilica macroporosa (Novozyme 435, 264 mg) en THF (180 ul) en una
disolucion tampon fosfato con pH=7 4 (630 ul) se agité suavemente a temperaiura
ambiente durante 7 horas, tras io cual se filird v la resina y el reactor se lavaron con
agua y AcOEL La fase acuosa se acidificé con una disolucion acuosa 1M de HCI hasta
pH=2 vy se extrajo con ACOEL Las fases organicas reunidas se lavaron con salmuera,
se secaron sobre MgSQO, anhidro y se concentraron a seguedad a presion reducida
para obtener un residuc aceitoso que se purificd por cromatografia de columna sobre
gel de silice, empleando como eluyente mezclas de CHCI-MeOH (100:0, 955 v

8010y, para obtener &l acido 11 (8,2 myg, 75%) como un aceite amarillento.

Datos espectroscopicos de 11 (una mezcla 11 de diasterecisémeros): 'H-RMN
(CDCl;, 300 MHz): 3 {(ppm) 1.31-1.37 (m, 2H, Hz-4), 1.43 (s, 9H, CMeg), 1.54-1.70 (m,
4H, Hz-3, Hz-8), 160 (dos d, J = 8.2 Hz, 1.5H cada uno, Me-3” de cada
diasterecisdomero), 2.32 (, J = 7.3 Hz, 2H, Hz-2), 257 {, J= 7.5 Hz, 2H, H-8), 2.78-
2.92 (m, TH, H-47), 3147 (m, 2H, Hx-17), 3.29 (dd, J = 17.4, 3.3 Hz, 1H, H-4"), 4.68-
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4.82 (m, 1H, H-37), 4.88-5.00 {m, 1H, H-2"), 7.02-7.18 (m, 4H, H-2’, H-3’, H-5 y H-8),
8.45 (s, 1H, H-6"), 8.56 (m, 1H, NH), 12.73 (s ancho, 1H, OH). C-RMN (CDCl,, 125
MHz): & (ppmy 20.7 (Me-377), 24.5 (C-3), 28.0 (CMe;), 284 (C-4), 30.8 (C-5), 32.3 (C-
47y, 33.8 (C-2), 35.2 (C-8), 37.8 (C-17), B4.7 (C-27), 75.8 (C-37), 82.3 (CMey), 110.0
(C-8a), 121.0 (C-77), 123.0 (C-5™), 1284 (C-2' vy C-8), 1204 (C-2 y C-5), 133.5 (C-
143, 138.0 (C-6™), 140.6 (C-4a), 141.1 (C-4), 159.1 (C-87), 162.2 (CONH), 189.8 (C-
17y, 170.5 (C-37), 179.3 (CO:MH). EMAR (TOF ESI'): calculado para CagHaNCIOg
IM+HT" 574.2202, encontrado 574.2220.

(H3C):C0

NHS, EDC-HCI
CHaCN, 1a, 24h

79%

HO

Freparacion de 6-{4-(3-(terc-butoxi)-2-(5-cloro-8-hidroxi-3-metil- 1-oxoisocromano-7-
carboxamido)-3-oxopropiliffenifhexancalo  de  2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (12).  Una
disolucion del acido 11 (10,2 mg, 0,018 mmol), NHS (2,2 mg, 0,018 mimol, 1,1 equiv} y
EDC-HC (3,7 mg, 0,018 mmol, 1,1 equiv) en CH;CN anhidro (1,0 mL) se agitd a
temperatura ambiente durante 24 horas bajo atmoésfera de nifrégeno. Transcurrido
este tiempo, la mezcla de reaccidn se diluydé con AcOEL vy se lavd sucesivamente con
agua, una disolucion acuosa al 5% de NaHCO; vy salmuera. Tras evaporar a
sequedad, el residuc obtenido se pasd a fravés de una pequena columna de gel de
silice, empleando CH.Cl, como eluyenie, para obtener en éster de N

hidroxisuccinimidilo 12 (9,8 myg, 79%) como un aceite amariliento.

Datos espectroscopicos de 12 (una mezcla 1:1 de diasterecisémeros): 'H-RMN
(CDCl;, 500 MHz): & (ppm) 1.42 (s ancho, 9H, CMe; de ambos diasterecisdmeros),
1.43-1.49 (m, 2H, Hx-5), 1.58-1.67 (m, 2H, Hyx-4), 1.60 (dos d, 1.5H cada uno, J= 8.4,
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Me-37 de cada diasterecisdmere), 1.77 {quint, J= 7.6 Hz, 2H, H,-3), 2.58 {m, 4H, H.-2
y Hy-8), 2.79-2.90 (m, 5H, H-4"", COCH,CHALCQO), 3.11-3.22 (m, 2H, Hx-17), 3.28 (dd, J
= 17.4, 3.5 Hz, 1H, H-4"), 4.69-4.81 (m, 1H, H-3"), 4.89-4.97 (m, 1H, H-2), 7.06-7.16
(m, 4H, H-2’, H-3, H-5 y H-8", 845 (s, 1H, H-8"), 8.54 (m, 1H, NH), 12.73 (s ancho,
1H, OH). “C-RMN (CDCl, 125 MHz): & (ppm) 20.7 (Me-37), 24.4 (C-3), 258
(COCHCHAO), 28.0 (CMey), 28.4 (C-4), 30.8 (C-5), 30.9 (C-2), 32.3 (C-47), 35.2 (C-
8), 37.8 (C-17), 54.7 (C-27), 75.9 (C-37), 822 (CMe,y), 110.0 (C-8a), 121.0 (C-7),
123.0 (C-57), 128.4 (C-2' y C-8), 1295 (C-3 y C-5), 133.86 (C-17), 139.0 (C-6877), 140.5
(C-4a), 140.8 (C-47, 158.1 (C-87), 182.1 (CONH), 188.6 (C-1), 1681 (COCH.CH,CO),

169.8 (C-17), 170.5 (C-37).
“° 6 on o
.
cH,  99% | TEFLOMCHLE
) ta, 2h

(Ha0)3CO

Cl
8
A -~
O
O
O

NHS-0TA-1

Preparacion del acido 2-(5-cloro-8-hidroxi-3-metil-1-oxoisocromano-7-carboxamido)-3-
(4-(6-{(2 5-dioxopirrolidin-1-iljoxi)-6-oxohexilffenil)propanoico {(Ester de N-
hidroxisuccirmidilo del hapteno OTA-1, NHS-OTA-1). Acido triflucroacético (370 pL, 4,8
mmol, 370 equiv) se afadio gota a gota sobre una disolucion del éster ferc-butilico 12
(2,0 mg, 0,013 mmol) en CH.CL anhidro (780 ub) v Ia mezcla resultante se maniuvo
con agitacion duranie 2 horas a temperatura ambiente. Tras esto, ia mezcla de
reaccion se concentré a sequedad a presion reducida para proporcionar el éster NHS-

OTA-1 (7,9 mg, 99%) como un aceite de aspecto resinoso y color parduzco.

Datos espectroscépicos de NHS-OTA-1 (una mezcla 1:1 de diasterecisémeros); 'H-
RMN (CDCls, 500 MHz): 8 (ppm) 1.42 (m, 2H, Hx-27), 1.57-1.868 (m, 2H, Hx-37), 1.75
{m, 2H, Hx-4"), 1.60 (dos d, 1.5H cada uno, J= 8.4, Me-3"” de cada diastersoisdmero),
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2.59 {m, 4H, Hy1" y H,-B8"), 2.78-2.81 (m, 5H, H-4”7, COCHLCHALCQO), 3.18-3.34 {m,
3H, Hy3 y H-4™), 477 (m, 1H, H-37), 5.00-5.04 (m, 1H, H-2), 7.06-7.18 {m, 4H, H-2Z,
H-3, H-5"y H-87)}, 842 (m, 1H, H-6""), 8.51 ¥ 8.58 (dos m, 0.5H cada uno, NH de cada
diastereoisdémero). EMAR (TOF ESI+): calculado para CaohHa,CINO o [M+HT 815.1740,
encontrado 615.1732.

Hs NHp DMF

NH, | Tampon carbonate 50 mM

i 2 :
N’O , pH 9,6, 2h, L3
O

o NHS-OTA-1

BSA

bioconjugado BSA-OTA-1

1.2. Preparacion de un bioconjugado del hapteno OTA-1 con BSA (BSA-OTA-7).
100 yl de la disolucién del éster activo NHS-0OTA~1 (50 mM en DMF) obtenida en la
reaccidén anterior se afiadieron lentamente y con agitacion constante sobre 0,8 mb de
una disolucion de BSA (15 mg/ml) en tampon carbonate 50 mM, pH 8,8, La reaccidn
de conjugacion se incubd durante 2 horas con agitacidn suave a temperatura
ambiente. Transcurrido este tiempo, los conjugados se purificaron por exclusidn
molecular en 3 columnas cromatograficas HiTrap Desalling Columns de 5 ml cada
una, acopladas en serie, ulilizando como tampon de elucidn fosfato sodico 100 mM,
pH 7.4, Finalmente, tras el proceso de purificacidn, las fracciones recogidas que
contenian el bioconjugado de BSA se llevaron a una concentracion final de 1 mg/mL

con tampdn de elucion vy se almacenaron a -20 °C.

Para determinar la carga hapiénica (n) obtenida en el conjugado, una alicuoia de
100 ul. del bioconjugado BSA-~-OTA~1 purificado se dializd (dialisis contra 5 L de agua

desionizada con al menos 2 a 3 cambios de agua cada 24 h a 4 °C); finalments, &l
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producto dializade se liofilizé y e numerc de moléculas de hapteno (OTA-1)
conjugadas por molécula de BSA se determind mediante MALDI-TOF-MS (n = 15,2,

ver Tabla 1, entrada 1).

HO
AH, ONIF
O Tampdn carbonato 50 mid
nC pH 9.6, 2h, ta
o)
o NHS-OTA-1

o

OVA

bioconjugado OVA-OTA

1.3. Preparacion de un bioconjugado del hapteno OTA-1 con OVA (OVA-OTA~1). A
partir de una disclucidn 50 mM del hapteno activade NHS-OTA-1 en DMF, se
tomaron 90 pl vy se afadieron lentamente y con agitacion constante a un volumen de
1,7 mbL de una disolucién de OVA {15 mg/mlL) en tampdn carbonato 50 mM, pH 9,6
Después de 2 h de reaccidn en agitacion suave y a temperatura ambiente, se procedio
a la purificacién del bioconjugado como se ha descritc anteriormente para el
conjugado de BSA. Las fracciones recogidas se llevaron a una concentracion final de 1
mg/mi. en tampdn de elucion con timerosal al 0,01% (v/v) vy, se almacenaron a ~20 °C.
Una alicuota del conjugado OVA-OTA~1 recién obtenido se dializéd y liofilizd para
calcular ia eficiencia de ia conjugacion en érmincs del nimero de molécuias de
hapteno (OTA-1) acoplados a la proteina mediante MALDI-TOFR-MS (n = 9,6, ver Tabla
1, entrada 2).
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OMF
Tampdn carbonato 50 mM
pH 9,6, 2h, ta

o NHS-OTA1

HRP-T™

bioconjugado HRP-OTA-1

1.4. Preparacion de un bioconjugado del hapteno OTA-1 con HRFP HBP-OTA~1). A
partir de una disolucidn & mM del hapteno activado NHS-OTA-1 en DMF, se tomaron
80 b vy se anadieron lentamenie y con agitacion constante vy suave sobre 0,8 ml de
una disolucion de HRP a una concentracion de 2,5 mg/mbL en tampdn carbonato 50
mM, pH 7.4, La reaccidn de conjugacidn se incubd durante 2 h a temperatura
ambiente. Posteriormente, el bioconjugado se purificd siguiendo el procedimiento
descrito previamente para los bioconjugados de BSA y OVA, y se llevo a una
concentracion de 400 ug/mb en tampdn PBS con BSA al 1% (p/v} v timerosal &l 0,02%
(p/v) y se almacenaron a 4 “C. Una alicuocta del conjugade HRP-OTA-1 recién
obtenido se dializd v liofilizd para calcular la eficiencia de la conjugacion en términocs
del nimero de moléculas de haptenc (OTA-1) acoplados a la proteina mediante
MALDI-TOF-MS (n = 1,1, ver Tabla 1, entrada 3).
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TABLA 1. Valores de la carga hapténica de los conjugados proteicos del
hapteno OTA-1 determinados por MALDI-TOF-MS

RM, MZProteina ., Amz) Am/hapteno

referencia
1 BSA-OTA-1 24 6.380 73888 7608 500 15,2
2 OVA-OTA~-1 10 2.397" 28.235% 4838 500 9,6
3 HRP-OTA-1 8 43.884 44 437 553 500 1,1

R, relacion molar inicial hapteno/proteina utilizada para la conjugacién

n: relacidon molar hapteno/proteina obtenida para cada conjugado

A2y (myz conjugado) — (m/z proteina de referencia)

Am/hapteno: incremento de masa por cada molécula de hapteno conjugada
# correspondiente al ién doblemente cargado (M+2H)

Ejemplo 2: Preparacion de bioconjugados de formula () para T = R-l, L
= «CHCHCHCHy-, € = {C=0}NH~y P = BSA, OVA y HRP.

2.1. Preparacion del éster de N-hidroxisuccinimidilo del hapteno OTA-2 (NHS-0TA-2).

OCH, i~ LDA, THF ’ .
CHy  -78°C, 30 min " O)\/\/\/O

Ci
PR -78°C a -5°C, 3h
3 67%
iii. AcOH-EL,0O, 0°C, 10 min

Preparacion de 3-(5-(benziloxi)pentil}-5-cloro-8-hidroxi-1-oxoisocromanc-7-carboxilato
de metifo (14). Una disolucidon del diéster 3 (117,0 mg, 0,45 mmol} en THF anhidro
(280 ul) se anadid gota a gota sobre una disolucion de LDA en THF, generada a partir
de diisopropilamina (185 ub, 1,25 mmol, 2,75 equiv) v 1,6 M Buli en hexano (710 pl,
10 0,14 mmol, 2,5 eguiv) en THF (1,4 mL), a -78°C bajo nitrégeno. La mezcla se mantuvo
a la misma temperatura durante 30 minutos y a continuacion se adadio una disolucidn
del aldehido 13 (150 mg, 0,73 mmol, 1,8 equiv) en THF anhidro (150 pl). La mezcla
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de reaccion se agité a -78 °C durante 15 minutos y luego se dejd que se caleniara
lentamente hasta -5°C (aproximadamente 3 horas). Transcurrido este tiempo, la
mezcla de reaccidn se traté con una mezcla 1.2 de AcOH-ELD y se agité durante 10
minutos a 0°C, se diluyd con ACOEL v se lavd con agua, salmuera y se secd sobre
MgS0, anhidro para obtener, tras evaporar el disclvente a vacio, un residuc que se
purificd por cromatografia, empleando como eluyente mezclas de hexano-AcOEL
AcOH (100:0:0,3, 95:5:0,3 y 85:15:0,3) para obiener e compuesto 14 (109,0 mg, 67%)

como aceife amariliento.

Datos espectroscépicos de 14 (una mezcla racémica): 'H-RMN (CDCls, 300 MHz): 8
(ppm) 1.30-1.93 (m, 8H, Hp-1', Hy 2, Hpr3 y M4, 277 (dd, J= 17.3, 11.7 Hz, 1H, H-
4), 316 (dd, J = 17.3, 3.4 Hz, 1H, H-4), 3.43 {t, J= 6.3 Hz, 3H, H:-5), 3.89 (s, 3H,
OMe), 4.44 (s, 2H, OCHy), 4.45-4.58 (m, 1H, H-3}, 8.98-7.48 (m, 5H, Ph), 8.05 (s, 1H,
H-6), 12.14 (s, 1H, OH). PC-RMN (CDCly, 75 MHz): 8 (ppm) 24.5 (C-2), 25.8 (C-3)),
29.5 (C-47), 30.9 (C-4), 346 (C-1), 52.5 (OMe), 70.0 (C-57), 72.8 (OCHy), 78.5 (C-3),
111.4 (C-7), 118.2 (C-8a), 121.7 (C-5), 127.5 (C-47), 127.6 (C-27 y C-67), 128.3 (C-37
y C-57), 137.9 (C-17), 138.5 (C-8), 142.3 (C-4a), 161.0 (C-8), 185.0 (C-13, 167.9
(CO,). EMAR (TOF ESI+): calculade para CaHasCl Os [M+HT 433.1412, encontrado
433.1415.

Ci \ i LIOH, THF-H0, 3.5h, refl.
14 7% | .
o IM HCEHLYO, 2h, 0°C

Preparacion del  acido  3-(5-(benzifoxipentil)-5-cloro-8-hidroxi-1-oxoisocromano-7-
carboxifico (18). Una disdlucion de LIOH-H.O (135,08 mg, 3,21 mmol, 10 equiv) en
agua (1,40 mL) se afladid sobre una disolucion de la dihidroisccumarina 14 (139,0 mg,
0,32 mmol) en THF anhidro (1,30 mL) v la mezcla se calentd a reflujo durante 3,5

horas. A continuacion la mezcla de reaccion se enfrié en un bafo de hielo v se fratd
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con una disolucién acuosa 1M de HCI (5,80 mL, 5,80 mmol, 18 equiv}, se agiid a 0 °C
durante 2 horas, se diluyé con agua y se extrajo con AcOEL Las fases organicas
reunidas se lavaron con salmuera, se secaron sobre MgSQ, anhidro v se concentraron
a sequedad a presidn reducida para obtener el acido 15 (130,5 mg, 97%) como un
semisdlido amariilento, cuyo RMN de 'H muestra que tiene una pureza
suficientemente elevada para ser ulilizade en la siguienie etapa sin purificacion

adicional.

Datos espectroscopicos de 158 (una mezcla racémica), 'H-RMN (MeOD, 300 MHz): &
(ppm) 1.42-1.91 (m, 8H, Hy 1, H2', Hp3 y Hp-4), 2.87 (dd, J= 17.3, 11.7 Hz, 1H,
H-4), 3.21-3.29 (m, 1H, H-4), 352 {1, J= 6.4 Hz, 2H, Hy-5'), 4.50 (s, 2H, OCHy), 458
{m, 1H, H-3), 7.21-7.37 (m, 5H, Ph), 8.12 (s, 1H, H-8). C-RMN (MeOD, 75 MHz): &
{(ppm) 25.8 (C-27), 27.2 (C-3), 307 (C-4), 32.5 (C-4), 357 (C-17), 71.4 (C-5), 740
(OCHy), 79.7 (C-3), 114.0 (C-7), 118.8 (C-8a), 122.8 (C-5), 128.8 (C-47), 129.0{(C-27 ¥
C-67), 129.5 (C-3” y C-57), 138.2 (C-17), 140.0 (C-8), 145.4 (C-4a), 163.0 (C-8), 167.5
C-1), 169.8 (CO,H). EMAR (TOF ESI+): calculado para CalHay CIOs [M+H] 419.1256,
encontrado 418.1251.

OC{CH3)3
Ci

16

65%

Freparacion de 2-(3-(5-(benziloxi)pentil}-5-cloro-8-hidroxi-1-oxoisocromano-7-carboxa
mido-3-fenilpropanocato de terc-butifo (17). Una disolucion de HATU (1235 mg, 0,33
mmol, 1.5 equivy en DMF anhidra (1,5 mi) v DIEA (80 ul, 0,44 mmol, 2 squiv) se
afiadieron sohre una disolucidn del acido 18 (81,0 mg, 0,22 mmol) en DMF anhidra
(1,5 mL) bajo nitrégeno v la mezcla resultante se agitd a temperatura ambiente durante

2 horas. A continuacién, se anadié una disolucion del clorhidrato 16 (108 mg, 0,44
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mmaol, 2 equiv) y DIEA (80 ul, 0,44 mmol, 2 equiv) en DMF anhidra (1,1 mbL) v se agitd
a la misma temperatura durante 4 horas, se diluy¢ la mezcla de reaccion con AcOEty
se lavd sucesivamente con disoluciones acuecsas de HCI (1M), LiCH {1,5%), NaHCQC,
(5%) v salmuera, se secd sobre MgSO, anhidro v se concentrd a sequedad a presidn
reducida. E! residuc oblenido se purificd por cromatografia sobre gel de silice,
empleando como eluyente mezclas de hexano-AcOEL-AcOH {(100:0:0,3, 80:10:0,3, v

80:20:0,3) para obtener la amida 17 como un aceite amarillento (87 myg, 65%).

Datos espectroscopicos de 17 (una mezcla 1:1 de diasteroisemeros): "H-RMN (CDCl,,
300 MHz): 8 (ppm) 1.28-1.891 (m, 8H, Hx-17, Hz-27, Hx-37, Hx-47), 1.368 (s, 9H, CMes),
2.69-2.86 (m, 1H, H-4", 3.08-3.23 (m, 3H, H-4" y Hz-3), 3.43 (1, J= 8.3 Hz, 2H, H-57),
4.44 (s, 2H, OCHy), 4.47-4.52 (m, 1H, H-3, 4.86-4.96 (m, 1H, H-2), 7.04-7.32 (m, 10H,
Phy PhBn), 8.39 (s, 1H, H-6), B.50 (d, J = 5.3 Hz, 1H, NH), 12.66 (s, 1H, OH). C-
RMN (CDCl;, 75 MHz): & {ppm) 24.5 (C-27), 259 (C-37), 27.9 {CMe;), 29.5 (C-47), 30.6
(C-4’), 34.6 (C-17), 38.1 (C-3), 54.6 (C-2), 70.0 (C-57), 72.9 (OCHy), 78.2 (C-3), 82.2
(CMes), 110.2 (C-8a), 120.8 (C-77), 123.0 (C-57), 126.9 (C-4™), 127.5 (C-4 PhBn}, 127.6
(C-2 vy C-6 PhBnj, 128.3 (C-37 y C-571, 129.0(C-3 y C-5 PhBn), 120.5(C-27 y C-87),
136.3 (C-17), 1385 (C-1 PhBn}, 138.9 (C-8", 1406 (C-4a), 159.0 (C-8), 1621
(CONH), 1697 (C-17), 170.3 (C-1). EMAR (TOF ESI+): calculado para CagHgCINO;
IM+HT" 622.25686, encontrado 622.2570.

HClCO-#Y o o o

Ii Ci aney, | PA{OH) Hy (1 atm)
17 AcOEL, 6h, ta

Freparacion de  2-{5-cloro-8-hidroxi-3-(5-hidroxipentil}-1-oxoisocromano-7-carbox
amido)-3-fenifpropancalo de terc-butifo (18). Una suspension de Pd{OH), (44 mg, 0,04
mmol, 0,3 equiv) y del éter bencilico 17 (85 mg, 0,14 mmol) en AcOEt (4,8 mL) se
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purgd con repetidos ciclos de vacio-hidrégene vy posteriormenie se  agitd
vigorosamente bajc una presidn de Hy, de 1 atm (giobo) a temperatura ambienie
durante 6 horas. La mezcla de reaccidn se fillrd sobre una pequefia columna de gel de
silice, utilizando AcOEt para lavar, v el fillrado v las aguas de lavado se concentraron a
sequedad para proporcionar ef alcohol 18 (65 mg, 90%) como un aceite, cuyo RMN de
'*H muestra la presencia de un pequefioc porcentaje (5-8%) del producto de

hidrogenolisis del enlace C-CL

Datos espectroscopicos de 18 (una mezcla 1:1 de diasteroisemeros): "H-RMN (CDCl,,
300 MHz): 8 (ppm) 1.40-1.98 (m, 8H, Hx-17, Hz-27, Hx-37, Hx-4"), 1.42 (s, 9H, CMes),
2.78-2.94 (dos dd, J = 17.4, 11.8 Hz, 1H, H-4 de cada diasterecisémero), 3.14-3.33
(m, 3H, H-4" y H,-3), 3.67 (, J = 86.4 Hz, 2H, H-5"), 4.51-4.68 (m, 1H, H-3), 4.956 (m,
1H, H-2), 7.10-7.35 (m, 5H, Ph), 8.44 (s, 1H, H-6"), 8.50-8.83 (dos d, J= 7.4 Hz, 0.5H
cada unco, NH de cada diasteroisémero), 12.72 (dos g, 0.5H cada uno, OH de cada
diasteroisomero). “C-RMN (CDCly, 75 MHz): & (ppm) 24.5 (C-27), 25.5 (C-37), 27.8
(CMey), 20.6 (C-47), 32.4 (C-47), 346 (C-17), 38.1 (C-3), 54.6 (C-2), 626 (C-5"), 78.3
(C-37, 82.3 (CMes), 110.1 {C-8a), 120.8 (C-77), 123.1 (C-5), 126.8 (C-47), 128.3 (C-27
y C-87), 129.5 (C-37 y C-57), 138.2 (C-177), 138.9 (C-8), 1406 (C-4a), 158.0 (C-87),
162.1 (CONH}, 168.7 (C-1), 1704 (C-1). EMAR (TOF ESi+): calculado para
CosHssCING, [M+HT 532.2097, encontrado 532.2060.

(H5C )30 0~

DMP, NaHCO5
CHQCEZY 1h, ta

18

Freparacion de 2-{5-cloro-8-hidroxi-1-0x0-3-(5-oxopentil)isccromano-7-carboxamido)-
3-fenilpropanoato de lerc-bufilo (18). Una suspensidn de Dess-Martin pericdinano
(DMP) (78,0 mg, 0,18 mmol, 1,5 equiv) y NaHCO; (82 mg, 0,98 mmol, 8,0 equiv) en
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CH:Cl (1,0 mb) se anadié sobre una mezcia del alcohol 18 (85,0 myg, 0,12 mmol) v
NaHCO; (82 mg, 0,98 mmol, 8,0 equiv) en CH,CL (4 mL) enfriada a 0 'C. La mezcia
resultante se agité 10 minutes a 0 °C y 1 hora a temperatura ambiente, se diluyd con
AcQOEL v se lavd sucesivamente con disoluciones acuosas de NayS:0; (10%), NaHCO;
saturado y salmuera, se secd sobre MgSO4 anhidro vy se concenird a sequedad a
presién reducida para obtener el aldehido 19 (89,6 mg, 92%) como un aceite

amariliento.

Datos espectroscopicos de 19 (una mezcla 1:1 de diasteroisémeros): "H-RMN (CDCl,,
300 MHz): 3 (ppm) 1.42 (5, SH, CMey), 1.48-1.99 (m, 8H, Hy-17, Hp-2" y Hp-37), 2.52
(dt, J=7.0, 1.1 Hz, 2H, H4"), 2.87 (dos dd, J = 17.3, 11.7, 0.5H cada uno, H-4 de
cada diastercisémero), 2.14-3.31 (m, 3H, H-4 y H>-3), 460 (ddt, J= 117, 7.7, 4.0 Hz,
1H, H-37), 4.92-5.01 (dt, J = 7.3, 6.1 Hz, 1H, H-2), 7.16-7.32 {m, 5H, Ph), 8.45 (s, 1H,
H-6), 8.56 (dos d, J= 7.3 Hz, 0.5H cada uno, NH de cada diasterecisdmero), 8.80 (4, J
= 1.4 Hz, 1H, CHO), 12.69 (s, 1H, OH). PC-RMN (CDCl;, 75 MHz): 8 (ppm) 21.6 (C-
37, 24.3 (C-27), 27.9 (CMe,), 30.6 (C-47), 24,5 (C-17), 38.1 (C-3), 43.6 (C-47), b4.6 (C-
2}, 79.0 (C-37, 82.3 (CMe;), 110.1 (C-8a), 120.9 (C-77), 123.1 (C-57), 1286.9 (C-4™},
128.3 (C-27 y C-67), 1295 (C-37 y C-57), 138.3 (C-17), 138.0 (C-67), 140.5 (C-4a),
158.0 (C-8), 162.3 (CONH), 16886 (C-1), 1704 (C-1), 2018 (C-5"). EMAR (TOF
ESI+): calcutado para CusHasCING, IM+HT 530.1940, encontrado 530.1920.

(H5C )30 0~

N3H2904"NEC502
94% 2-metitbut-2-eno
BuOH-H,0, 1h, ta

28

Freparacion del acido 5-(7-({1-{terc-butoxi)-1-oxo-3-fenifpropan-2-iljcarbamoil}-5-cloro-
8-hidroxi-1-oxoisocromano-3-ifjpentandico (20). Una disolucion de NaH.PO, (92,7 mg,
0,67 mmol, 8,0 equiv) y NaClO, (40,5 mg, 0,45 mmol, 4 equiv) en agua (820 pl) se
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adicion¢ sobre una disolucién del aldehido 18 (58,6 mg, 0,11 mmol} y 2-metilbut-2-eno
(175 ul, 1,57 mmol, 14 equiv) en 'BuOH (1,5 mL) v la mezcla se agité a temperatura
ambiente durante 1 hora. A continuacidn, se afadid una disclucidn acuosa 1M de HCI
(1,5 mL) v se agitd durante 3 minutos a temperatura ambiente, se diluyd con AcOEL, se
lavd con salmuera y se concenird a sequedad a vacio para obtener el acido 28 (82,6

mg, 94%) como un aceite amariliento.

Datos espectroscopicos de 20 (una mezcla 1:1 de diasteroisomeros): 'H-RMN (CDCls,
300 MHz): 8 (ppm) 1.41 (dos s, 4.5H cada uno, CMe; de cada diasterecisémero), 1.53-
2.00 {m, 6H, Hx-3, Hp-4 y H-5), 2.42 (1, J = 7.10 Hz, 2H, Hz-2), 2.80-2.92 (m, 1H, H-4},
3.13-3.31 (m, 3H, H-4" y Hz-3"), 4.55-4.65 (m, 1H, H-3), 4.97 (dt, J= 7.3, 6.1 Hz, 1H,
H-27, 7.11-7.31 {(m, 5H, Ph), 8.44 (s, 1H, H-6"), 8.57-8.62 (m, 1H, NH), 12.71 (s, 1H,
OH). "C-RMN (CDCls, 75 MHz): 8 (ppm) 24.2 (C-4), 27.9 (CMey), 29.6 (C-3), 30.6 (C-
4%, 33.8 (C-2}, 34.3 {(C-5), 38.1 {C-37), 54.6 (C-27), 79.0 (C-3), 82.4 (CMes), 1101 (C-
8a), 120.7 (C-7), 123.1 (C-5), 126.9 (C-47), 1283 (C-27 y C-87), 1295 (C-37 y C-
573, 136.2 (C-17), 138.0 (C-8), 140.6 (C-4a), 159.0 (C-87), 162.2 (CONH), 168.6 (C-
1), 170.3 (C-17), 178.6 (C-1). EMAR (TOF ESI+): calculado para CagHaCINGg [M+HT
5486.1889, encontrado 546.1867.

(HiCuCO~#Y o oH ©

NHS, EDC
Ci OH 80% N
CHLCN, 24h, ta

Preparacion de 5-(7-{(1-(terc-butoxi)- -oxo-3-fenilpropan-2-if)carbamoil}-5-cloro-
8-hidroxi-1-oxoisocromano-3-il)jpentancaio  de  2,5-dioxopirrolidin-1-ifo  (21). Una
disolucién dei acido 20 (31,8 myg, 0,058 mmol}, NHS (7.3 mg, 0,064 mmol, 1,1 equiv) vy
EDC-HC! (13,4 mg, 0,07 mmol, 1,2 equiv) en CHCN seco (1,6 mbL) se agitd a

temperatura ambiente durante 24 horas bajo nitrégeno, tras lo cual se diluyd con
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AcOEt v se lavé sucesivamente con agua, disclucion acuosa del 5% de NaHCO; v
salmuera. Tras secar sobre MgSQO, anhidro v eliminar el disolvente a presion reducida

se obtuvo &l éster de N-hidroxisuccinimidilo 21 (33,0 mg, 90%) como un aceite.

Datos espectroscépicos de 21 (una mezcla 1:1 de diastercisomeros): 'H-RMN (CDCl,,
300 MHz): S (ppm) 1.41 (s, BH, CMa;), 1.50-1.91 (m, 6H, Hz-3, Hx-4 y Hp-5), 2.87 (, J=
7.0 Hz, 2H, Hz-2), 2.83 (s, 4H, COCH.CHLO), 2.88-2.94 (m, 1H, H-4"), 3.14-3.24 (m,
2H, H-37), 3.27 (dd, J= 17.2, 3.3 Hz, H-4"), 4.54-4.88 {m, 1H, H-3}, 4.80-5.01 (m, 1H,
H-27), 7.12-7.34 {m, 5H, Ph), 8.44 (s, 1H, H-6"), 8.55 (dos dd, J= 7.4 Hz, 0.5H cada
uno, NH de cada diastercisémero), 12.69 (s, 1H, OH). C-RMN (CDCls, 75 MHz): 8
{ppm) 24.2 (C-4), 25.8 (COCH.CHCO), 27.9 (CMe;), 28.6 (C-3), 306 (C-2), 30.7 (C-
4%, 24.1 (C-5), 38.1 (C-37), 54.6 (C-27), 78.8 (C-37}, 82.3 {CMey), 110.1 (C-8a), 120.8
(C-77), 123.1(C-5Y, 126.9(C-47), 1283 (C-27 y C-6'7), 129.5(C-37" y C-87), 138.2 (C-
17, 1389 (C-87), 1405 (C-4a), 158.0 (C-8), 1821 (CONH), 168.3 (C-1), 1691
(COCHCHCO), 1696 (C-1), 1703 (C-17). EMAR (TOF ESI+). calculado para
CaaHasCINGO1p IM+H] 842.2053, enconirado 643.2050.

(H3C 300~

ggoy | 1:1 CF,CO,H-CH.Cly

21 2h, ta

MHS-OTA-2

Freparacion del  acido  2-(5-cloro-3-(5-({2,5-dioxopirrolidin-1-il)oxi}-5-oxopenti}-8-
hidroxi-1-oxoisocroman-7-carboxarmnido)-3-feniipropanoico (Ester de N-
hidroxisuccimidilo dei hapteno OTA~2, NHS-0TA-2). Una disolucion dei éster ferc-
butilico 21 (33,0 mg, 0,051 mmol) v CF;COH (1,5 mi., 18,0 mmol, 370 equiv) en
CH.Cl: anhidro (2,3 ml) se agitc durante 2 horas a temperatura ambiente bajo

nitrégeno. A continuacion, los disolventes se eliminaron a sequedad a presion reducida
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para obiener NHS-0OTA-2 (29,8 mg, 89%) como un residuo de aspecto resinoso y color

parduzco.

Datos espectroscopicos de NHS-OTA-2 (una mezcla 1:1 de diastercisdmeros): 'H-
RMN (CDCl;, 300 MHz): & (ppm) 1.84-1.93 (m, 6H, Ha1", Hp2” vy Hz-837), 28B (8, J =
8.89 Hz, 2H, Hy-47), 2.85 (s ancho, 4H, COCHCHLCO), 2.92 (m, 1H, H-4"), 3.17-3.43
(m, 3H, Hx-3 y H-4"), 4.81 (m, 1H, H-3), 5.03 (m, 1H, H-2), 7.18-7.33 {m, 5H, Ph}, 8.38
(s, 1H, H-8"), 8.58 (s ancho, 1H, NH)}, 12.73 (s ancho, 1H, OH). EMAR (TOF ESI+):
calculado para CoeHasCINLO g [M+HT" 587.1427, encontrado 587.1425.

DMF
Tampon carbonato 50 mM
NHS-0OTA-2
pH 9.6, 2h, t.a

HOLZO o o o

BSA

bioconjugado BSA-OTA-2

2.2. Preparacion de un bioconjugado del hapteno OTA-2 con BSA (BSA-OTA-2).
Preparado como se ha descrito anteriormente para el bioconjugado BSA-OTA-1 &
partir de 200 pyl de una disolucion 50 mM en DMF del hapteno activado NH3-0OTA-2
y 1,8 mb de una disclucion de BSA (15 mg/mlL) en tampén carbonato 50 mM, pH 9,6,
Tras la correspondiente purificacidn cromatografica, las fracciones recogidas se
llevaron a una concentracion final de 1 mg/mb en tampdn de elucion y se almacenaron
a -20 °C. El numero de moléculas de OTA-2 conjugadas por cada molécula de BSA,
determinado por MALDI-TOF-MS, fue de n = 11,8 (ver Tabla 2, entrada 1).
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i DMF
~MNHs Tampdn carbonato 50 mM
pH 9,6, 2h, t.a

NHS-OTA-2

LOVA

bicconjugado OVA-OTA-2

2.3. Preparacion de un bioconjugado del hapteno OTA-Z con OVA (OVA-OTA-2).
Preparado como se ha descrito anteriormente para el bioconjugado OVA-OTA-1 a
partir 100 pl de una disolucion 50 mM en DMF del hapteno activado NHS-OTA-2 y
1,9 mbL de una disolucion de OVA (15 mg/mL) en tampdn carbonato 50 mM, pH 986,
Tras la correspondiente purificacidn cromatografica, las fracciones recogidas se
llevaron a una concentracion final de 1 mg/mi en tampdn de elucidn con timerosal al
0,01% (vivy v se almacenaron a ~20 °C. El ndmero de moléculas de OTA-2
conjugadas por cada molécula de OVA, determinado por MALDI-TOF-MS, fue de n =
3,1 {ver Tabla 2, entrada 2).
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DMF
Tampon carbonato 50 mM

pH 9,8, 2h, t.a

NHS-0TA-2

HRP

bicconjugado HRP-OTA-2

2.4. Preparacion de un bioconjugado del hapteno OTA-2 con HRF HRP-0OTA-2).
Preparado a partir de 80 yl. de una disolucion 5 mM del hapteno activado NHS-OTA-
2 en DMF v 0,9 mL de una disolucidon de HRP (2.5 mg/mL) en tampdn carbonato 50
mM, pH 7,4. Tras la purificacion cromatografica, las fracciones obtenidas conteniendo
el bioconjugado se llevaron a una concentracion de 460 pg/mb en tampoén PES con
BSA al 1% (pfv) vy timerosal al 0,02% (p/v) v se almacenaron a 4 °C. El nimero de
moléculas de OTA-2 conjugadas por cada molécula de HRP, determinado por MALDI-
TOF-MS, fue de n= 0,0 (ver Tabla 2, entrada 3).

TABLA 2. Valores de la carga hapténica de [os conjugados proteicos del
hapteno OTA-2 determinados por MALDETOF-MS

m/z protefna

R, reforencia Y4 LMmvey  Am/hapleno 1
1 BSA-OTA-2 24 $56.428 71.982 5.554 472 11,8
2 OVA-OTA-2 8 21.340 22.0M 731 472 31
3 HRP-OTA-2 8 43.928 44200 272 472 056

BM,, n, A{m/z) y Am/hapteno tienen el mismo significado que en pie de Tabla 1.
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Ejemplo 3: Preparacidn de bioconjugados comparativos basados en el anclgje de la
proteina a traves del grupo carboxilato de OTA donde L = CHCHCHCHCH,, £ = —
(C=0)NH-y P = BSA, OVA y HRF.

3.1. Freparacion del éster de N-hidroxisuccinimidilio del hapleno OTA-3 (NHS-QOTA~
3.

Ci

HATU, DIEA | DMF, 4h, 0°C
' 65%

22

Preparacion de 2-{5-cloro-8-hidroxi-3-metil-1-oxoisocromano-7-carboxamido)-3-
fenilpropancaic de terc-butilc (22). A una disolucidn del acide 8 (40 mg, 0,16 mmol} en
DMF anhidra (1,1 mL) se afadieron una disolucién de HATU (91,3 mg, 0,24 mmol, 1.5
equiv) en DMF anhidra (1,1 mbL) v DIEA (80 ul, 0,32 mmol, 2 equiv). La mezcia de
reaccitn se agitd durante 2 horas a temperatura ambiente y a continuacion se afiadid
una disclucion del clorhidrato 186 (82,5 myg, 0,32 mmol, 2 equiv) y DIEA (60 ul, 0,324
mmol, 2 equiv) en DMF anhidra (1,1 mL). Se agité a temperatura ambiente durante 4
horas, tras lo cual se diluy6 la mezcla de reaccidn con AcOEL v se lavd sucesivamente
con disoluciones acuosas de HCI (1M), LICH {(1,5%), NaHCO; (5%) v salmuera, se seco
sobre Mg, anhidro v se concentrd a sequedad en el rotavapor. El residuo obtenido
se purificd por cromatografia sobre gel de silice, empleando como eluyente mezclas
de hexano-AcOEHACOH (100:0:0,3, 90:10:0,3 y 80:20:0,3) para obtener el compuesto

22 (67 mg, 65%) como un aceite amarillento.

Datos espectroscopicos de 22 (una mezcla 11 de diasterecisomeros): 'H-RMN
(CDCls, 300 MHz): & (ppm) 1.46 (s, SH, CMe;), 1.62-1.64 y 1.63-1.65 (dos d, J= 8.3,
1.5H cada uno, Me-3 de cada diasterecisdmero), 2.84-289 v 2.90-2.85 (dos dd, J =
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11.7, 3.4 Hz, 0.5H cada uno, H-4’ de cada diastereoisdomere), 3.25 {(m, 2H, Hx-3), 3.33
(dd, J= 17.3, 3.4 Hz, 1H, H-4), 480 (m, 1H, H-3), 5.01 (di, J= 7.4, 8.0 Hz, 1H, H-2},
7.20-7.38 (m, 5H, Ph), 8.48 (s, 1H, H-8"), 8.58-8.62 (dos d, J = 6.9 Hz, 0.5H cada uno,
NH de cada diasterecisémero), 12.77 (s, 1H, OH). *C-RMN (CDCl,, 75 MHz): 8 {ppm)
20.6 (Me-371, 27.9 (CMe,), 32.2 (C-47), 38.1 (C-3), 84.5 (C-2), 75.8 (C-37), 82.3 (CMes),
110.0 (C-8a), 120.8 (C-77), 123.0 (C-5), 126.9 (C-47), 128.3 (C-2” y C-6™), 128.5 (C-3”
y $-57), 138.2 (C-17), 138.8 (C-6), 140.5 (C-4a), 159.0 (C-8), 162.1 (CONH), 169.7
(C-1, 170.3 (C-1). EMAR (TOF ESI+): calculado para CoHCINOg [M+HT' 460.15621,
enconirado 460.1522.

(Ha0)3C0O

1:1 CF3CO,H-CHoCly
89% ta, 2h

Preparacion del acido 2-(5-cloro-8-hidroxi-3-metil- 1-oxoisocromano-7-carboxamido )-3-
fenilpropandico (23, OTA). Acido triflucroacético (1,27 ml, 16,28 mmol, 370 equiv) se
afiadic sobre una disclucidn del éster 22 (20,5 mg, 0,045 mmol) en CH,Cl; anhidro (2
mb) v la mezcla se mantuvo bajo agitacion durante 2h a3 femperatura ambiente. La
mezcla de reaccidn se concentro a sequedad a presion reducida para obtener 23 (17.6

mg, 99%) como un sdlido de color crema.

Datos espectroscdpicos de 23 (una mezcla 1.1 de diasterecisémeros) 'H-RMN
(CDCH;, 300 MHz): & (ppm) 1.680 (d, J = 82 Hz, 3H, Me-3), 282 y 288 (dos dd, J =
11.5, 3.2 Hz, 0.5H cada uno, H-4" de cada diastereoisémero), 3.16-3.40 {(m, 3H, H-3 vy
H-4), 4.75 (m, 1H, H-3) 4.88-5.08 (m, 1 H, H-2) 7.10-7.37 (m, 5H, Ph) 8.42 (s, 1H, H-
£, 8.50 (dos d, J= 8.8 Hz, 0.5H cada uno, NH de cada diasterecisdmero), 12.74 (s,
1H, OH). PC-RMN (CDCl;, 75 MHz): 8 (ppm) 20.6 (Me-3), 32.2 (C-4'), 37.3(C-3), 54.3
(C-2y, 75.9 (C-3%, 110.0 (C-8a), 120.2 {C-7"), 123.2 {C-5%, 127.3 (C-47), 1283 (C-27 y
C-67), 129.3 (C-37 y C-57), 135.7 (C-17), 138.9 {C-6"), 141.0 (C-4a), 159.0 (C-8), 163.1
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(CONH), 169.7 (C-17), 175.1 (C-1). EMAR (TOF ESI+). calculado para CopHigCING,
IM-+H]" 404.0895, encontrado 404.0801.

PyACF, DIEA
DMF, 4hta

Preparacion  de  6-(2-(5-cloro-8-hidroxi-3-metil-1-oxoisocromano-7-carboxamido)-3-
feniipropanamidohexanoato de melilo (25). Sobre una disolucion del acido 23 (18 mq,
0,044 mmol) v clorure de 6-metoxd-6-oxchexan-1-amonio (24, 8,4 mg, 0,052 mmol, 1,1
equiv) en DMF anhidra (800 ul) bajo nitrdgeno se afiadic DIEA (25 ub, 0,143 mmol,
3,25 equiv), la mezcla resultante se agité durante 10 minutos y seguidamente se
afiadic una disolucion de PyAOP (34 mg, 0,085 mmol, 1,5 equiv) en DMF anhidra (800
ul}. Tras 4 horas de agitacion a temperatura ambients, 1a mezcia se diluyd con AcOEL
y se lavé con discluciones acuosas de LICI (1,5%) y NaHCO; (5%) y salmuera, se
secd sobre MgSO;, anhidro. El residuo oblenido tras la evaporacion del disolvente a
presion reducida se purificd por cromatografia sobre gel de silice, empleando como
eluyente mezclas de CHCL-MeOH (1000 y 89:1) para obtener la amida 25 (16,8 mg,

72%} como un aceite amariliento.

Datos espectroscépicos de 25 (una mezcla 1.1 de diasterecisémeros) 'H-RMN
(CDCl;, 300 MHz): 8 (pprmy) 1.11-1.28 {m, 2H, Hx-4), 1.31-1.44 {m, 2H, H-5), 1.49-1.63
(m, 2H, Hx-3), 1.81 (dos d, J = 6.4 Hz, 1.5H cada uno, Me-37° de cada uno de los
diasterecisdmeros), 2.17-2.34 {t, J= 7.4 Hz, 2H, Hx-2), 2.86 {(dos dd, J= 11.6, 1.6 Hz,
0.5H cada ung, H-4" de cada diasterecisomero), 3.04-3.37 (m, 5H, Hx-8, H-3 y H-
47y, 3.68 (s, 3H, OMe), 462-4.89 (m, 2H, H-37" y NH}, 5.83 {(m, 1H, H-2)), 7.12-7.40
(m, 5H, Ph), 841 (s, 1H, H-67), 858 (d, J = 7.4 Hz, 1H, NH), 12.81 (s, 1H, OH).
BC-RMN (CDCle, 75 MHz): & (ppm) 20.7 (Me-37), 24.4 (C-3), 26.2 (C-4), 28.9 (C-5),
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32.2 (C-4™), 33.8 (C-2), 38.4 (C-2), 30.2 (C-8), 51.5 (OMe), 55.7 (C-2)), 75.9 (C-37),
110.1 (C-8a), 120.6 (C-77), 123.1 (C-57),127.0 (C-4"), 128.6 (C-27 y C-67), 120.3
(C-3" y C-57), 136.8 (C-17), 138.8 (C-87), 140.8 (C-4a), 159.0 (C-8"), 162.7 (CONH),
169.7 (C-17), 170.4 (C-1), 173.8 (C-1). EMAR (TOF ESI+): calculado para
CorHsCINLO, [MHHTT 531.1893, encontrado 531.1878.

i. LIOH H,0, THF-HO

40 min, ta
ii.HCl-dioxano, THF
30 min, ta
O
3 5
HO 1 "
286

Preparacion del acido 8-(2-(5-cloro-8-hidroxi-3-metil-1-oxoisocromano-7-carboxamido)
3-fenilpropanamido} hexandico (28). Una disolucién de LIOH-H,O (13 mg, 0,31 mmol,
10 equiv) en agua (700 pl) se afadic sobre una disolucidn del éster metilico 25 (16,6
mg, 0,031 mmeol) en THF (700 ul) v la mezcla se agild a temperatura ambiente
durante 40 minutos. A continuacion, la mezcla de reaccion se enfrid en un bafio de
hielo v se acidificod con una disolucidn acuosa 1M de KHE(O, hasta pH=2, se diluyd con
AcOEL, se lave con salmuera y se secd sobre MgSQ, anhidro para oblener, tras
evaporar el disolvente a presidn reducida, un residuo gue se disolvid en THF anhidro
(1,2 mL} sobre el que se afadié una gota de HCI 4M en dioxano. Tras 30 min de
agitacién a temperatura ambiente, el disolvente se elimind a vacio hasta sequedad

para obiener el acido 28 (15,7 mg, 98%) como un semisolido amariilento.

Datos espectroscépicos de 26 (una mezcla 1.1 de diasterecisomeros). 'H-RMN
(DMBO-d, 500 MHz): & (ppmy 1.18-1.28 (m, 2H, Hy-4), 1.30-1.40 {m, 2H, Hx-5}, 1.42-
1.52 {m, 2H, Hx3), 1.46-1.47 {dos d, J = 8.4 Hz, 1.5H cada uno, Me-3”" de cada uno
de los diasterecisémeros), 2.14-2.20 {t, J= 7.4 Hz, 2H, Hx-2), 2.88-3.08 (m, 8H, H-47,
Ho-3, Ha-8 y NH), 3.22 (dd, J=17.2, 3.1 Hz, 1H, H-4"7), 4.88-4.76 (m, 1H, H-37), 4.84
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(m, 1H, H-2), 7.15-7.28 (m, 5H, Ph), 8.08 y 8.0¢ (dos s, 0.5H cada uno, H-8" de cada
diasierecisdomern), 8.14 y 8.60 {dos m, 0.5H cada uno, NH de cada diasterecisdmero).
BC-RMN (DMSO-ds, 125 MHz): 8 (ppm) 20.0 (Me-37), 24.2 (C-3), 25.9 (C-4), 286
(C-5), 31.6 {C-47), 33.56 (C-2), 38.1 (C-37), 38.4 (C-6), 54.5(C-2), 75.4 (C-3™), 111.3
(C-8a), 120.2 (C-77), 121.4 (C-57), 126.4 (C-47), 1281 (C-27 y C-687), 1292 (C-37 y C-
57, 136.0 (C-17), 138.2 {C-87), 141.8 (C-4a), 158.4 (C-87), 182.54 (CONH), 189.8 (C-
173, 168.8 (C-17), 174.3 (C-1). EMAR (TOF ESI+): calculado para CoghHaoCING, [M+H]
517.1738, encontrado 517.1731.

NHS, EDC-HCI
DMF, ta, 24h

\(OO

5 H
NxJ’W\/N
01 ‘

G

NH3-OTA-3

Freparacion de 8-(2-(5-cloro-8-hidroxi-3-melil-1-oxoisocromano-7-carboxamido)-3-fenil
propanamido)hexanoaio de 2,5-dioxopirrolidin-1-ifo (Ester de A-hidroxisuccimidilo del
hapteno OTA-3, NHS-0TA-3). Una disolucion de EDC-HCH (7,0 mg, 0,037 mmol, 1,2
equiv) en DMF anhidra (0,5 mL) se adiciond sobre una disolucion del acido 28 (16 mg,
0,031 mmol} y NHS (3,9 mg, 0,034 mmol, 1,1 equiv) en DMF anhidra (0,5 mL) bajo
nitrégeno. La mezcla se mantuvo bajo agitacion a temperatura ambiente durante 24
horas y a continuacion se traté con una disolucidn saturada de NHCl, se diluyé con
AcOEt y se lavd con disoluciones acuosas de LICI (1,5%), NaHCO; (5%) v salmuera.
Tras secar sobre Mg3(O, anhidro y evaporar el disolvente a presidn reducida se obtuvo
un residuc que se purificd por cromatografia sobre gel de silice, empleando como
eluyente mezclas de CHyCly-acetona (9010, 8515 y 80:20), para obtener el éster
NHS-0TA-3 (8,5 mg, 45%) como aceite amarillento.
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Datos espectroscopicos de NHS-OTA-3 (una mezcla 1:1 de diastereoisémeros): 'H-
RMN (DMSO-ds, 500 MHz): 8 (ppm) 1.29-1.37 (m, 2H, Hx-4), 1.39-1.47 (m, 2H, Hx-5),
1.80 (d, J= 6.4 Hz, 3H, Me-37), 1.64-1.78 {m, 2H, Hx-3), 2.56 (t, J= 6.8 Hz, 2H, Hy-2},
2.76-2.93 (m, 5H, H-47, COCH,CHLCO), 3.06-3.37 (m, 5H, H-4" Hx-3 v Hy-8), 4.68-
4.91 (m, 2H, H-3" y NH}, 6.04 (m, 1H, H-27), 7.16-7.35 (m, 5H, Ph), 8.38 (s, 1H, H-8"},
880 (d, J= 7.0 Hz, 1H, NH}, 12.79 (s, 1H, OH). EMAR (TOF ESI4+): calculado para
CagHasNaCIO, M+H]" 814.1800, encontrado 614.1892.

O

~¢ 0
i H o
N.. )J\/\\A/N
if O I
O = N

i H

DMF
i-NH, | Tampon carbonato 56 miv
pH 9,8, 2h, L2

NHS-0TA-3

BSA”

bioconjugade BSA-OTA-3

3.2. Preparacion de un bioconjugado del hapleno OTA-3 con BSA BSA-OTA-3).
Preparado como se ha descrito anteriormente para el bioconjugado BSA-OTA-1 a
partir de 178 yl de una disolucion 50 mM en DMF del hapteno activado NHS-OTA-3
y 1,6 ml de una disolucion de BSA (15 mg/mL)} en tampoén carbonato 50 mM, pH 9,6,
Tras la correspondiente purificacidn cromatografica, las fracciones recogidas se
llevaron a una concentracion final de 1 mg/mb en tampdn de elucion v se almacenaron
a ~20 °C. El numero de moléculas de OTA-3 conjugadas por cada molécula de BSA,
determinado por MALDI-TOF-MB, fue de n = 14,4 (ver Tabla 3, entrada 1).
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O
Negy NI O OH O
o N o
i o | L
o DMF
NHS-OTA-3 NH, | Tampdn carbonato 50 mM
pH 9,6, 2h, t.a

ovar

bicconjugade OVA-OTA-3

3.3. Preparacion de un bioconjugadeo del hapteno OTA-3 con OVA (OVA-OTA-3).
Preparado como se ha descrito anteriormente para el bioconjugado OVA-OTA~1 a
partir de 100 pl de una disclucion 50 mM en DMF del hapteno activado NHS-OTA-3
5 y 1,9 mL de una disclucidn de OVA (15 mg/mL) en tampdn carbonate 50 mM, pH 8,6.

Tras la correspondiente purificacion cromatografica, las fracciones recogidas se

llevaron a una concentracion final de 1 mg/mL en tampdn de elucidn con timerosal al

0,01% (v/vy v se almacenaron a -20 °C. El ndmero de moléculas de OTA-3

conjugadas por cada molécula de OVA, determinado por MALDI-TOF-MS, fue den =

16 3,0 (ver Tabla 3, entrada 2).
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DMF

Tampon carbonato 50 mM

NHS-OTA-3 -
NH, pH 9,8, 2h, t.a

HRP™

bioconjugado HRP-OTA-3

3.4. Preparacion de un bioconjugado del hapteno OTA-3 con HRP (HRBRP-OTA-3).
Preparado a partir de 80 yl de una disclucidn & mM dal hapteno activado NHS-OTA-
3 en DMF v 0,9 mbL de una disolucion de HRP (2.5 mg/mL) en tampdn carbonato 50
mM, pH 7,4, Tras la purificacidn cromatografica, las fracciones obtenidas conteniendo
el bioconjugado se llevaron a una concentracién de 470 pg/mb en tampdn PBS con
BSA al 1% (p/v) y timerosal al 0,02% (p/v} y se almacenaron a 4 °C. El numero de
moléculas de OTA-3 conjugadas por cada molécula de HRP, determinado por MALDI-
TOF-MS, fue de n= 0,9 (ver Tabla 3, entrada 3).

TABLA 3. Valores de la carga haptenica de los conjugados proteicos del
haptenc OTA-3 determinades por MALDI-TOF-MS

m/z profeina

R, referencia 11774 Am/zy Am/hapienc £
1 BBA-OTA-3 24 66.428 73.642 7.214 560 14,4
2 OVA-OTA-3 8 21.340% 22.079" 739 500 3,0
3 HRP-OTA-3 8 43.928 44.382 454 560 0,9

RMy, i, A{m/2), Am/hapieno v # tienen &l mismo significado gue en pie de Tabla 1.
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2. Procedimiento ELISA

Se emplearon placas de poliestireno de 96 pocilios. Cada anticuerpo se evalud en los
dos formatos clasicos de ELISA competitivo (el de antigeno o conjugado inmovilizado
con deteccidn indirecta v el de anticuerpo inmovilizado con deteccidn directa vy
pretapizado) usando antigencs de ensayo homdlogos, es decir, un antigenoc de ensayo
a partir del mismo bioconjugado de formula (B o bioconjugado comparative que &l
utilizado para obtener el inmundgeno pero en el que P = OVA o HRP. Después de
cada stapa de incubacidn, las placas se lavaron cuatro veces con una disolucidn de
lavado, usando un lavador de 96 canales ELx405 (Biotek Instruments, Winocoski,
EE.UU). La sefal producida por ia peroxidasa utilizada como marcador se revelé con
100 ul por pocillo de una disolucion 2 mg/mLb de o-fenilendiamina en tampdn citrato 25
mM, fosfato 62 mM, pH 5,4, conteniendo 0,012% (v} de H,O, Este revelado se
desarrollé durante 10 min a temperatura ambiente v se pard usando 100 ul. por pocilio
de acido sulfurico 2,5 M. Al finalizar los ensayos, la absorbancia de cada pocillo se
leyd a 492 nm usando una longitud de onda de referencia de 650 nm en un lector de
microplacas PowerWave HT (Biotek Instruments, Winooski, EE UL, Las curvas
patrén sigmoideas obtenidas al representar la absorbancia frente a la concentracidn de
analito se ajustaron a una ecuacion logistica de cuatio parametros usando el paguete
informatico SigmaPiot de SPSS {(Chicago, EE.UU).

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

capaz de reducir a la mitad la sefal maxima (Anax).

2.1. Ensayos ELISA competitivos en formato de antigeno o conjugado

inmovilizado con deteccion indirecta (ensayo indirecto)

Las placas se tapizaron con 100 pl por pocillo de una disolucidén de antigeno de
ensayo gue es un bioconjugado de formula (1) o bioconjugado comparativo donde P es
OVA, a diversas concentraciones en tampdn carbonato 50 mM, pH 8,6, mediants
incubacién durante toda la noche a temperatura ambiente. Después de lavar las
placas, en cada columna se dispensd 50 pl por pocillo de una curva estandar
completa del analilo en PBS seguido de 50 pL por pocillo de un determinado
anticuerpo diluido en PEST (0,05% Tween 20). La reaccion inmunoguimica se llevd a

cabo duranie 1 h a temperatura ambienie y después se lavaron las placas. A
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continuacidon, cada pocilio recibié 100 ul de una dilucién 1/2000 de RAM-HRP
(inmuncglobulinas de conegjo anti-ratén marcadas con peroxidasa) en PBST. Esta
reaccion se dejd a temperatura ambiente durante 1 h. Después de lavar las placas, se
reveld la actividad peroxidasa retenida y se leyd la absorbancia a 492 nm como se ha

descrito anteriormente.

2.2. Ensayos ELISA competilivos en formaio de anticuerpo inmovilizado con
deteccion direcia {(ensayo directo)

Las placas se tapizaron con 100 pl por pocillo de una dilucidn de anticuerpo de
captura en tampédn carbonato 50 mM, pH 9.6, por incubacion durante toda la noche a
temperatura ambiente. Después de lavar las placas, se afadié 100 ul por pocilio de
anticuerpo ¢ antisuero en PBST a la concentracion o dilucidn considerada como
Gptima, vy se incubaron a temperatura ambiente durante 1 h. Después de lavar de
nuevo las placas, en cada columna se dispensd 50 pl por pocillo de una curva
estandar completa del analito en PBS seguide de 50 pl por pocille de una dilucion
concreta en PBST de bioconjugado enzimatico que es un bicconjugado de formula (1)
o bioconjugado comparative donde P es HRP. La reaccién inmunoguimica se llevd a
cabo durante 1 h a temperatura ambiente y después se lavaron las placas. Finalmente,
se reveld la actividad peroxidasa retenida y se leyd la absorbancia a 492 nm como se

ha dascrito.

3. iInmunizacion de congjos

Se inmunizaren, siguiendo protocolos estandarizadoes, 2 hembras de congjo de la raza
New Zealand con cada bioconjugado de férmula (1) o bioconjugado comparativo donde
P es BSA. Cada animal recibid 0,3 mg de uno de los bicconjugados de férmula (1) o el
biocconjugado comparalive disuelic en 1 mbL de una mezcla 1.1 de tampdn PB vy
advuvanie de Freund completo. La inmunizacidn prosiguid con la inoculacidon de una
dosis de recuerdo cada 21 dias con la misma cantidad de conjugado pero empleando
adyuvante de Freund incompleto. Diez dias después de la cuarta inyeccidn, los
animales fueron desangrados vy la sangre obtenida se dejd coagular a 4 °C durante
toda la noche. Al dia siguiente, se recuperaron l0s sueros por centrifugacion, se
diluyeron a %2 con PBS frio y se les afiadid un volumen de una disolucién saturada de
sulfato amonico. El precipitade proteice resullante de cada suero se recogid por

centrifugacion y se redisolvid en tampdn PBS frio. Finalmente, las proteinas se
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reprecipitaron como anteriormente y se almacenaron en este estado a 4 °C. Esie
precipitado contiene una mezcla indeterminada de proteinas que denominamos
antisuero, anticuerpo policlonal o simplemente anticusrpe. Se  obtuvieron dos
anticuerpos de cada bioconjugado de formula (1) v del bioconjugado comparativo
donde P es BSA, identificados como #1 y #2.

4. Produccidn de anticuerpos monocionales de ratén

4.1, inmunizacidén de ratones

Para la inmunizacidn se emplearon ios bioconjugadoes de férmula (1a) v (Ib) en los que
P es BSA (conjugados inmunizanies) obtenidos en los ejemplos anteriores. Se
utilizaron hembras de raton BALB/c, con una edad al inicio del proceso comprendida

entre 6 v 8 semanas.

En cada dosis se administraron por via intraperitoneal 100 ug de bioconjugado por
ratbn, siendo el volumen total administrade 200 yl. En la primera inmunizacién se
suminisird el bicconjugado en una emulsidn preparada con adyuvante de Freund
compiete (1.1, viv). A intervalos de 3 semanas, los ratones recibieron dos
inmunizaciones adicionales, en esios casos emulsionando los bicconjugados con
adyuvante de Freund incompleto. Cuatro dias antes de cada fusidn celular, los ratones
seleccionados recibieron una Uitima dosis de 100 ug del correspondiente bioconjugado
diluido en PBES.

4.2. Fusiones celulares para la obiencién de hibridomas

Las fusiones con los ratones inmunizados se lievaron a cabo basicaments siguiendo
metodologias previamente descritas vy bien establecidas en el estado de la técnica.
Inmediatamente después del sacrificio de ios ralones se extrajo el bazo, que se
homogeneizd con el émbolo de una jeringa estéril. Tras lisar los gidbulos rojos por
chogue osmdtico con 1 ml de tampdn de lisis durante un minuic en frio, los linfocitos
se lavaron 2 veces con medio completo (con suero) frio v se filtraron para eliminar los

coaguios formados.
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La linea de misloma P3-X83-AgB.653 fue cultivada los dias previos a la fusidn en
medic DMEM suplementado [2 mM L-alanina-L-glutamina, 1 mM aminoacidos no
esenciales, 25 pg/mbL gentamicina, suerc bovine fetal (5BF) 10% (v/v)], manteniendo
las células en fase de crecimiento exponencial, de manera que el dia de la fusidn se

dispuso de un numero suficiente de las mismas.

Tras dos lavados con medio sin suere, ambas poblaciones celulares se juntaron a una
relacidn linfocitormieioma 4:1. A confinuacion, las células se centrifugaron, para
inmediatamente después levar a cabo la fusion celular. Para elle, se empled el agente
fusicnante quimico PEG1500 (1 mb por bazo, 1 min}, que al disclver parciaimente las
membranas permite la fusion de las células. Una vez fusionadas ambas poblaciones,
las células se resuspendieron en medio DMEM suplementade [SBF 15% (v/v)] v se
sembraron en placas de cultivo de 86 pocillos (100 ub por pocilio) a una densidad
celular de 150x10° linfocitos por pociilo, v se incubaron a 37 'C en una atmésfera con
5% de CO, y un 85% de humedad. 24 h después de ia fusion, se afadié 100 yl por
pocilio de medio HAT para seleccidon de hibridomas [DMEM suplementado con 100 uM
hipoxantina, 0,4 uM aminopterina, 16 M timidina, v SBF 20% (v/iv)] que contenia

HFCS (High Fusion and Cloning Supplement) al 1% (viv).

4.3. Seleccidn, clonaje y conservacion de hibridomas

Aproximadamente 10-12 dias después de la fusidn celular se llevo a cabo la
evaluacion de los sobrenadantes de los pocillos sembrados, con objeto de identificar
cuales contenian hibridomas secretores de anticuerpos capaces de reconocer
ocratoxina A tanto en su forma conjugada como libre (clones competidores).
Previamente, se determiné por inspeccidn visual 1a eficiencia de la fusidn, definida
como el porcentaje de pocilios que presentaban al menocs un clon claramente visible al

MHCroscopio.

Para llevar a cabo i3 identificacidn de clones compstidores, los sobrenadantes de
cultivo se analizaron mediante ia técnica ELISA diferencial, que consiste en analizar
paralelamente en pocillos advacentes cada sobrenadanie en ausencia de analito y en
presencia de una concentracién prefijada de analito, habitualmenie 100 nM. Para elio,
las placas se tapizaron con el conjugado homdlogo, que es un bioconjugado de

formula (8) en el que P es OVA, a una concentracion de 0,1 ug/mL, v el ensayo se flevo
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a cabo anadiendo 50 ul del sobrenadanie de cultivo. Las condiciones para &l formato

de ELISA indirecto se detallan en el apartado 2.1,

A continuacidén, se seleccionaron aquellos pocillos que contenian  hibridomas
productores de anticuerpos capaces de proporcionar una sefal de absorbancia igual o
superior a 0,5 en el ensayo en ausencia de ocratoxinag A e inhibicion de la sefal igual o
superior al 80% en el ensayo en presencia de ocraioxina A. Adicionalments, para
todos los pocillos positivos se llevé a cabo un segundo cribado mas exhaustivo en
modo bidimensional competitivo con el fin de seleccionar con mavor seguridad los
mejores hibridomas. Para slio, el sobrenadanie de cada hibridoma se ensayd a 4
diluciones (1/8, 1/32, 1128 y 1/512) en placas tapizadas con ef bioconjugade
homdlogo a 0,01 v 0,1 ug/mi, vy utilizando como competidor ocratoxina A a 10 y 100
M (en ensayo). Asi, 200 ul del sobrenadante de cultive se diluyeron en 800 ul de
PBEST v las siguientes diluciones se hicleron de forma seriada a partir de esta primera.
El ensayo se realizd afadiendo 50 ul por pocille de la correspondients dilucion de
sobrenadante y 50 yb de la disolucion de ocratoxina A en PBS a la concentracion de
100, 10y O nM.

Las células de los pocillos finalmente sseleccionados se clonaron por e método de
dilucién limite, sembrando a partir de cada pocillo una nueva placa de 86 pocillos a
2 células por pocilio en medio HT, de igual composicidn que el HAT pero sin

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

Generalmente, 7-10 dias después del primer clonaje, se identificaron por inspeccion
visual los pocillos que conienian un unico clon, evaluandose de nuevo el sobrenadante
de cultivo de la misma forma que se ha descriio previamente para ios sobrenadantes
de fusidn. Lste proceso se reglizd tantas veces como fue necesario (al menos dos)
para asegurar la monocionalidad de los hibridomas seleccionados, asi como su
estabilidad. Finalmente, se procedid a la expansidon de las lineas celulares
seleccionadas, cullivando progresivamente el hibridoma en recipientes de mayor
volumen. Una vez crecido el clon, las células se congelaron en nitrégeno liquido a una
concentracidén de 107 células por vial (2-4 viales para cada hibridoma) en una
disolucion de SBF con DMSO 10% (v/v} como agente crioprotecior. Los viales se
mantuvieron a —80 'C en el interior de una caia de poliestireno durante 24 h antes de

pasarios al contenedor de nitrégeno liquido.
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4.4. Produccion y purificacion de anticuerpos monocionales

En la ditima 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 mbL de sobrenadante. Se dejaron crecer las células hasta alcanzar 1a
confluencia, y una vez agotados los nulrientes del medio de cultive se procedid a
recoger el contenido de las placas. El volumen recogido se centrifugd para eliminar los
restos celulares y el sobrenadante se precipitd mediante la adicion de un volumen de
una disolucion saturada de suifsto aménico, manteniéndose @ 4 'C hasta su

purificacion.

La purificacion de los anticuerpos se realizd por cromatografia de afinidad con
columnas de proteina G siguiendo las instrucciones del fabricante. Con este propésito,
el anticuerpo precipitado se centrifugé durante 20 min a 5000 rpm (4000xg) v se
descarid el sobrenadante. El precipitado que contenia los anticuerpos se redisolvid
con tampodn fosfato sédico 20 mb, pH 7 4 v se filtrd con membranas de nitrocelulosa
(diametro de pore 0,45 um) para eliminar particulas en suspension. La elucién del
anticuerpo de la columna se realizé con tampon citrato sédico 100 mM, pH 2,5 Las
fracciones que contenian el anticuerpc se identificaron mediante especirofotometiia
UV v se recogieron. La disolucién se neutralizo adicionandoe Tris-HCI 1 M, pH 8.5
Finalmente, se determind por espectrofotometria UV la concentracion del anticuerpo
purificado [Aze (1 mg/mbl 1gG) = 1,4] v se prepard una disclucion de frabajo a una
concentracion de 500 pyg/mL en PBS con BSA al 1% (p/v) vy timerosal al 0,01% (phv),
gque se almacend a 4 'C. La disolucién restante se precipitd con sulfatc amoénico

saturado [1:1, (vv)], lo cual garantiza su estabilidad a 4 'C durante afios.

&, Resultados

5.1. Respuesta inmune v determinacion de la afinidad de los antisueros

Cada unc de los antisueros obtenidos se ensayd frente a su antigenc de ensayo
homdlogo usando el ensayo de tipo ELISA competitivo en el formato de anticuerpo
inmovilizado. Se ensayaron diferentes concentracionas de antigenc de ensayo frente a
diferentes concentraciones de anticuerpe utilizande como competidor varias
concentraciones de ocratoxing A preparadas por dilucidn  seriada. Los  tres

inmundgenos produjeron respuestas inmunes adecuadas, con titulos elevados vy
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habituales para este tipo de analitos. Sin embargo, mieniras los antisueros
procedentes de animales inmunizados con los inmundgenos de farmula fa v b
presentaron una elevada afinidad hacia ocratoxina A, con valores de ICs, cercanos o
inferiores a 1 nM, los antisueros obtenidos a partir del inmundgeno comparativo
mostraron afinidades hacia ocratoxinag A claramente inferiores (mayor 1Cs). Este
resultado confirma que unas estructuras son mas iddneas que ofras para el objetivo
que se persigue, vy que los hapienos funcionalizados a través de posicionss
alternativas al grupo carboxilato de la ocratoxing A, ¥ que por tanto dejan dicho grupo
libre, dan lugar a anticuerpos de mayor afinidad hacia la micotoxing diana. Los valores
de ia sefial maxima, de la ICy v de la pendiente de la curva de inhibicidn resuliante

para cada antisuero con antigeno de ensayo homoslogoe se han incluido en la Tabla 4.

TABLA 4 Resultado de los ensayos en formaio ELISA competitivo de antisuero

inmovilizado con deteccion direcia

Antisuere  Trazador Dilucidn

& (ng/ml)  As. (x10°) Anwx Pendiente ICso (NM)
la#1 10 36 1,832 0,541 0,735
la#2 30 36 1,472 0,442 1,889
Tt 1 30 12 1,523 0,408 0,445
12 10 36 1,050 0,709 0,361

Comp#1 10 12 1574 0,394 9,842
Comp#2 100 36 1,225 0,359 >100

& Antisueros de conejo; inmunizacion con los conjugados BSA-OTA-1 (la), BSA-OTA-
2 {ib) v BSA-OTA-3 (Comp.),

5.2. Generacion de hibridomas productores de anticuerpos monocionales frente

a ocratoxina-A

Para demostrar de manera mas concluyente la idoneidad de los bioconjugados de
formula (la) v (Ib) para la obtencidn de anticuerpos anti-ocratoxina A, se inmunizaron
ratones con ambos conjugados de férmula (la) v (k) enlos que P es BSA v se lievaron
a cabo fusiones celulares encaminadas a la generacion de hibridomas. Se consiguid
obtener 4 lineas celulares productoras de anticuerpos monocionales con elevada

afinidad hacia ocratoxina A a parlir del bioconjugado de formula (da), v 7 lineas
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celulares a partir del bioconjugado de Ormula (Ib). Los anticuerpos monoclonales
obtenidos a partir de dichos hibridomas se han denominado a efectos de la presente
invencidn y de los ejemplos aqui incluidos: mAb 1a#3%9, mADb la#d1, mADb Ia#310a y
mAb ia#310b (anticuerpos monoclonales a partir del bioconjugado de formula la); v
mAb IB#16, mAb 1b#21, mADb b#27, mAb Ib#111, mAb Ib#114, mAb b#115 v mAb
ib#118 (anticuerpos monocionales a partir del bioconjugadoe de formula ). Estos
resultados ponen de manifiesto que los bicconjugados de férmula (la) v (i) son
adecuados para obiener anticuerpos monoclonales de muy elevada afinidad frente a

ocratoxing A,

5.3. Determinacion de Ia afinidad de los anticuerpos

Una vez purificades por cromatografia de inmuncafinidad los 11 anticuerpos
ronocionales obtenidos, se determind su afinidad hacia ocratoxina A medianie ELISA
competitivo direcio homdlogo. Cada anticuerpo monoclonal se ensaybé a varias
concentraciones (100, 300 v 1000 ng/mb) frente a diferentes conceniraciones de
trazador enzimatice (300, 100, 30 y 10 ng/ml), que es un derivade marcado de
formula # donde O es peroxidasa. Los valores de Apay, pendiente e ICy para cada
anticuerpo monoclonal que se muestran en la Tabla 5 corresponden a la combinacidn
Sptima, es decir, a la concentracidn de inmunorreactives que generd la curva de
calibracion con un menor valor de 1Csg, ¥ por tanto una afinidad mayor para ocratoxina
A. En dicho formato de ensayo los anticuerpos mostraron valores de 1Gsy para
ocratoxina A comprendidos entre 0,071 v 1,457 nM, siendo el anticuerpo con mayor
afinidad de entre los producidos a partir del bioconjugado de formula fa el mAb
la#310b (1C5=0,071 nM), v el anticuerpo con mayor afinidad de entre los producidoes a
partir del bicconjugado de férmula 1k of mADb 115 (1C5=0,189 nM).
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TABLA B Resultado de los ensayos en formato ELISA competitive homdlogo de

anticuerpo inmovilizado con deteccién directa

Anticuerpo

monocional  Trazador (ng/mb)  mADb (ng/mbL) Anax Pendiente 1Cs (VD)
la#38 10 100 1,880 1,309 0,504
la#39 30 100 1,807 0,891 1,457
ia#310a 30 106 1,013 1,118 0,088
ia#3100 30 100 1,054 1,324 0,071
ib#15 30 100 1,739 2,003 0,397
ih#25 30 100 1,838 1,468 0,394
tb#27 30 100 1,830 1,128 1,114
#1111 30 100 1,879 2,219 0,321
ib#114 30 106 1,858 1,442 0,623
#1115 100 100 1,245 1,277 0,169
ih#118 100 100 2,499 1,646 0,357
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1.

REIVINDICACIONES
Un bioconjugado de férmula (1):

[T-1-Z],~P
{B

donde
T se selecciona del grupoe que consiste en Rl y R-if;

HOL -0
=/ l
=\ ,~
H

R-i

L es una cadena hidrocarbonada de 0 a 40 alomos de carbono, donde la cadena es
ineal o ramificada, saturada o insaturada, y dicha cadena hidrocarbonada
comprende entre § y 10 heterodtomos que se seleccionan del grupo que consiste
enS, Oy N;

S(C=0)-, —(C=0)0~, ~O(C=0)~, -~0{C=0)0-, ~0(8§=0)0~, ~{SC0-,
~NH(5=0)0-, ~0{S=0)NH-, ~NH(S02)0—,~O{SC)NH—, ~{SC)NH—, ~NH(SO,)—,
~0D{C=0)NH-, ~NH{C=0)0~, ~NH{G=0)NH-, ~NH(C=S)NH~-, ~NH-, ~N(alquilo C-
Col-, =8=, =8=8~, =NH-NH-, =N=C-, ~C=N-, =NH(C=NH)}-, ~N=N-, -0~

o P NN
~ 2
N— ”N\f)\
y
0

P es un péptlido o polipéptido, natural o sintético, de peso molecular mayor de 2000
daltons donde el péplido o polipéptide P puede estar o no unido, mediante
interaccion covalente, electrostatica o de olro tipo, a un soporte vy donde dicho
soporte puede ser un polimero sintético o no, o estar compuesio por

nanomateriales como nanotubos de carbono, zeclitas o silice mesoporosa;

n es un namero con un valor entre 1 y 500.
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2. El bioconjugado de formula (8 segin la reivindicacion 1 caracterizado porque L es
una cadena hidrocarbonada lineal de 1 a 20 atomos de carbono y dicha cadena
hidrocarbonada comprende entre 0 v 4 hetercatomos seleccionados del grupo que
consiste en Oy N.

5
3. El bicconjugado de formula (§) segin una cualguiera de las reivindicaciones 1 ¢ 2
caracterizado porgue £ se selecciona del grupo gque consiste en —~{C=0O}NH-—, ~
NH{C=0}—, ~O{C=0O)NH—, ~NH(C=0}0—, ~NH(C=0O)NH-, ~NH—, ~&5~,
s A =N
10 N— Y AN A
O
4. El bioconjugado de formula () segln una cualguiera de las reivindicaciones 1 a 3,
caracterizado porque P se selecciona del grupo que consiste en albimina,
tiroglobulina, hemocianing, beta-galactosidasa, peroxidasa, fosfatasa y oxidasa.
15
5. El bioconjugado de formula (1) segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, con
fa formula (la)
/ H HO
{N
O X A
\
\ n
(fa)
20 donde P se selecciona del grupo que consisie en albimina o peroxidasa, y n es un

valor seleccionado enire 1y 50.

6. El bioconjugadoe de formula (i) segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, con
ta formula (ib)
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i)

donde P se selecciona del grupo gue consiste en albGmina o peroxidasa, vy n es un
valor seleccionado entre 1 y 50.

7. Un derivado marcado de formula (if):

[T-L-~Z]n—Q
(if)

donde
T, Ly £ son segun se han definido en la reivindicacion 1; G es un marcador no
isotpico detectable y m es un ndmero con un valor entre 1 y 1000,

8. El derivado marcado de férmula () segin la reivindicacién 7, donde G se
selecciona del grupo que consiste en enzimas, biotina, fluoresceina o unc
cualquiera de sus derivades, un fluordfore de cianina, un fluordfore de rodamina,
un fluordforo de cumaring, un bipirilo de rutenio, luciferina o uno cualquiera de sus
derivados, un éster de acridinio, nancparticulas cudnticas {en inglés guanium

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

9. El derivade marcado de formula () segin una cualquiera de las reivindicaciones 7
u 8 caracterizado porque £ se selecciona del grupo gue consisie en —(C=0)NH-, —
NH{C=0}—, ~O(C=0O)NH-, ~NH(C=0)0-, ~NH(C=O)NH-, ~NH-, ~5~,

G N=N

/S - Y /;\E\///)\
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10. El derivado marcado de férmula (i) segin una cualguiera de las reivindicaciones 7
a 9 caracterizado porgue L es una cadena hidrocarbonada lineal de 1 a 20 atomos
de carbono y dicha cadena hidrocarbonada comprende entre 0 v 4 heteroatomos
seleccionados del grupo que consiste en O y N.

5
11. Bl derivade marcado de formula (8 segin cualguiera de las reivindicaciones 7 a
10, con la formula (lia)
(Ha)
10 donde G se selecciona del grupo gue consiste en peroxidasa, biotina, fluoresceina
o nanoparticulas, y m es un valor seleccionado entre 1 y 10.
12. El derivado marcado de formula (#) segin cualguiera de las reivindicaciones 7 a
10, con la formula (lib)
15
/ HC._C
/ =z T 00 OH O \
i\ | o : '
{1t}
donde Q se selecciona del grupo que consiste en peroxidasa, bioting, fluoresceina
20 o nanopartfculas, y m es un valor seleccionado enire 1 y 10,

13. Un anticuerpo gue reconoce especificamente un bioconjugado segin se describe

en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

25 14 El anticuerpo segin la reivindicacion 13, donde el anticuerpo se selecciona entre

monacional, policlonal y recombinante.
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15,

16.

17.

18.

18.

20.

21.

Uso de un bioconjugado segin se describe en una cualguiera de las
reivindicaciones 1 a 6 para la obtencidn de un anticuerpe segin se describe en la

reivindicacion 14.

Método de andlisis in vifro de ocratoxina A en una muestra que comprende el uso
de un anticuerpo segln se describe en una cualquiera de as reivindicaciones 13 ¢
14,

Método segun la reivindicacion 16 gue comprende las siguientes elapas:

a8) poner en contacto la muestra con el anticuerpo descrito en cualguiera de las
reivindicaciones 13 o 14;

b} incubar la muestra v ef anticuerpo de la etapa (&) durante un periodo de tiempo
adecuado para gue tenga lugar una reaccién inmunoquimica; y

¢) determinar la existencia de reaccidn inmunoguimica tras la incubacion de la

etapa (b).

Mélodo segln la reivindicacidon 17, donde la determinacidn de la reaccion
inmunoquimica en el paso (¢} se realiza mediante un ensayo competitivo, usando
como competidor un biocconjugado segun se describe en cualguiera de fas

reivindicaciones 1 a 8.

Método seqin la reivindicacidn 17, donde la delerminacién de la reaccién
inmunoguimica en el paso (¢} se realiza mediante un ensayo competitivo, usando
como competidor un derivade marcado segun se describe en cualquiera de las
reivindicaciones 7 a 12,

Kit de deteccion v/o determinacion de ocratoxina A, que comprende al menos un
anticuerpe segun se describe en cualquiera de las reivindicaciones 13 ¢ junto con
un bioconjugado descrito en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 o junto con un

derivado marcado descrite en cualquiera de las reivindicaciones 7 a 12.

Método de purificacion y/o concentracién de ocratoxina A de una muestra que
comprende el uso de un anticuerpo segin se describe en una cualquiera de las

reivindicaciones 13 ¢ 14.
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22. Método segin la reivindicacion 21 realizado medianie cromatograffa de afinidad
gue comprende las siguientes elapas:
a) inmovilizar al menos un anticuerpo descrito en cualquiera de 1as reivindicaciones
13 0 14 sobre un soports;
b} hacer pasar la muestra a fravés de dicho soporte para gue retenga la ocratoxina
A presente en dicha muestra; vy

¢} eluir ia ocratoxina A retenida en el soporie.
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internacional pero con posterioridad a la fecha de prioridad
reivindicada.

" g

documento ulterior publicado con posterioridad a la fecha de
presentacién internacional o de prioridad que no pertenece al
estado de la técnica pertinente pero que se cita por permitir
la comprensién del principio o teorfa que constituye la base
de la invencidn.

documento particularmente  relevante; la  invencién
reivindicada no puede considerarse nueva o que implique
una actividad inventiva por referencia al documento
aisladamente considerado.

documento particularmente  relevante; la  invencién
reivindicada no puede considerarse que implique una
actividad inventiva cuando el documento se asocia a otro u
otros documentos de la misma naturaleza, cuya combinacién
resulta evidente para un experto en la materia.

documento que forma parte de la misma familia de patentes.

Fecha en que se ha concluido efectivamente la bisqueda internacional.

26/01/2018

Fecha de expedicién del informe de biisqueda internacional.

26 de febrero de 2018 (26/02/2018)

Nombre y direccién postal de la Administracién encargada de la
buisqueda internacional

OFICINA ESPANOLA DE PATENTES Y MARCAS

Paseo de la Castellana, 75 - 28071 Madrid (Espafia)

N° de fax: 91 349 53 04

Funcionario autorizado
N. Martin Laso

N° de teléfono 91 3493278

Formulario PCT/ISA/210 (segunda hoja) (Enero 2015)




INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud internacional n°
Informaciones relativas a los miembros de familias de patentes PCT/ES2017/070759
Documento de patente citado Fecha de Miembro(s) de la Fecha de
en el informe de buisqueda Publicacion familia de patentes Publicacién
US2010266603 Al 21.10.2010 US8003766 B2 23.08.2011
CN103575886 A 12.02.2014 CN103575886B B 21.09.2016
CN104569399 A 29.04.2015 CN104569399B B 21.09.2016

PCT/ISA/210 (Anexo — familias de patentes) (Enero 2015)




INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud internacional n°

PCT/ES2017/070759

CLASIFICACIONES DE INVENCION

C07D311/78 (2006.01)
CO7K14/00 (2006.01)
CO7K14/76 (2006.01)
GOIN33/577 (2006.01)
GOIN33/532 (2006.01)
A61K39/395 (2006.01)

Formulario PCT/ISA/210 (hoja adicional) (Enero 2015)
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