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@ Resumen:

Nuevo reactivo de biotina, métodos para su preparacion y
marcaje, y aplicaciones.

La presente invencién presenta un nuevo reactivo de bio-
tina, el cloruro de biotina o cloruro de 5((3aS,4S,6aS)-2-
oxo-hexahidro-1H-tieno[3,4-d]imidazol-4-il)pentanoilo, su
preparacion en una sola etapa, asi como su marcaje tam-
bién en una sola etapa. Ademas, tanto el cloruro de bioti-
na como el marcador biotinilado pueden unirse a un am-
plio nUmero de biomoléculas (proteinas, enzimas, pépti-
dos, oligosacaridos o lipidos) lo que permite su utilizacién
en estudios para analizar la implicacién de dichas biomo-
léculas en procesos bioldgicos asi como su utilizacion en
la preparacién de sistemas de diagnéstico.
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DESCRIPCION

Nuevo reactivo de biotina, métodos para su preparaciéon y marcaje, y aplicaciones.
Objeto de la invencion

La invencién se encuadra dentro del drea de la Quimica Orgénica y Bioquimica con aplicacién en los sectores
de Biotecnologia y Biomedicina. Mas concretamente se refiere al desarrollo de un nuevo reactivo de biotina y su
utilizacién en la preparacion de derivados marcados asi como a su unién a biomoléculas.

Estado de la técnica

La biotina (vitamina H) es una molécula soluble en agua que se encuentra a bajas concentraciones en la sangre
y en los tejidos. Su funcién bioldgica es actuar como una molécula transportadora del grupo carboxilo. La biotina
se encuentra unida covalentemente a la enzima piruvato carboxilasa. Un grupo carboxilo activado, derivado de un
i6n bicarbonato, se acopla a la biotina a través de una reaccién que requiere un aporte de energia procedente de
la hidrdlisis de una molécula de ATP. A continuacion este grupo carboxilo se trasfiere al grupo metilo del piruvato
formando oxalacetato.

La biotina también se une con una alta afinidad a avidina, glicoproteina de 63 Kda, y a otras proteinas relacionadas
como streptavidina, proteina no glicosidada (K;=10"'> M, Green NM. Adv. Prot. Chem.1975; 29, 85-133.). La afinidad
entre avidina y biotina presenta un gran nimero de aplicaciones, por ejemplo, el complejo avidina-biotina ha sido
utilizado como sistema de deteccion donde la molécula diana estd combinada con la biotina a través de su grupo car-
boxilo terminal, de esta forma las moléculas biotiniladas pueden ser ficilmente detectadas y separadas de la solucién.
La biotinilizacién de la molécula diana puede llevarse a cabo sin cambiar las propiedades bioldgicas o fisico-quimicas
de la molécula diana y sin afectar la capacidad de unidn de la biotina a la avidina.

La fuerte interaccidn entre streptavidina (o avidina) y biotina (Gitlin, G.; Bayer, E.A. and Wilchek, M. 1987,
Biochem. J. 242, 923-926, Gitlin, G.; Bayer, E.A. and Wilchek, M. 1988, Biochem. J. 250, 291-294) es bien conocida,
de hecho es una de las més fuertes, dentro de las interacciones bioldgicas no covalentes.

La unién tiene lugar rdpidamente y es estable en un amplio rango de pH, temperatura y condiciones desnatura-
lizantes, lo cual ha permitido el desarrollo de un amplio y diverso nimero de aplicaciones utilizando la tecnologia
streptavidina-biotina o avidina-biotina. (Savage et al., Avidin-Biotin Chemistry: A Handbook, 1992:1-23, Rockford,
Pierce Chemical Company).

La afinidad biotina-streptavidina es una de las mds utilizadas en ensayos moleculares, inmunolégicos y celulares.
La streptavidina puede detectarse y cuantificarse con un alto grado de sensibilidad en el complejo formado, por ejemplo
marcdndola con una enzima o un marcador fluorescente o radiactivo. El marcaje de streptavidina también ha sido
utilizado para detectar proteinas en la superficie celular, para visualizar y cuantificar blots y llevar a cabo ensayos tipo
ELISA (P. Vincent, Journal of Immunological Methods,165; 177-182, 1993).

La streptavidina también puede ser inmovilizada en una superficie de modo que permita capturar moléculas o
células biotiniladas. Estas superficies pueden ser utilizadas para detectar las moléculas de interés a partir de mezclas
complejas. Por ello la interaccion streptavidina-biotina ha sido ampliamente utilizada en gran niimero de procesos de
separacidn, purificacion y aislamiento, como por ejemplo por cromatografia de afinidad, etc. Esta misma aproximacién
se ha utilizado para llevar a cabo estudios de interacciones entre biomoléculas mediante la utilizacién de biosensores
basados en la resonancia de plasmén de superficie (SPR).

La inmovilizacion de oligonucledtidos y dcidos nucleicos es frecuentemente utilizada en muchos procedimientos
de biologia molecular y en muchas otras técnicas como secuenciacién, amplificacion, preparacion del cDNA vy purifi-
cacion de dcidos nucleicos. Esta metodologia ha sido adaptada para su uso en fase sélida, utilizando un soporte cubierto
con streptavidina. También se han preparado microparticulas magnéticas de streptavidina-biotina para su utilizacién
en PCR (polymerase chain reaction) (Hultman et al., Nucleic Acids Res. 17:4937-4946, 1989). Este método presenta
gran interés, da lugar a buenos rendimientos y se automatiza facilmente comparado con los métodos tradicionales de
purificacion basados en la precipitacién y centrifugacion.

La mayor parte de las aplicaciones estdn basadas en la unién irreversible streptavidina-biotina, sin embargo en
aquellos casos en los que sea necesaria la disociacién del complejo también es posible llevarla a cabo y recuperar
de esta forma las moléculas o células biotiniladas (Lee et al., Anal Biochem. 206:206-207, 1992, Elgar et al., DNA
Sequence 2:219-226, 1992, and Conrad et al., Nucleic Acids Res. 20:6423-6424, 1992 and Tong et al., Anal. Chem.
64:2672-2677, 1992).

La biotina es un compuesto heterociclico no aromético con una cola de 4-carboxibutilo. En los derivados la biotina
se une a través del 4-carboxibutilo a un conector (espaciador) que puede ser asociado a una biomolécula (proteina,
carbohidratos, DNA, lipido, fAirmaco, etc.). Todos los procedimientos descritos para llevar a cabo la reaccién entre la
biotina y el grupo amino de la molécula objeto de estudio utilizan los coadyuvantes tipicos de la formacién del enlace
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peptidico como son NHS y EDC, activantes de grupos amino y carboxilo respectivamente. Los rendimientos descritos
en la bibliograffa para este proceso son bajos (30%) y el procedimiento tedioso.

Por otro lado, para poder utilizar estas moléculas en el estudio de procesos bioldgicos es importante marcar estas
moléculas para de esta forma poder hacer un seguimiento de las mismas. El método mas sencillo y rapido de marcaje de
los biomoléculas es la introduccién de un fluoréforo. Uno de los marcadores fluorescentes utilizados en la bibliografia
es la 2,6-diaminopiridina, en cuya estructura, la presencia de los dos grupos amino permite por una parte su unioén a
la biomolécula convenientemente funcionalizada, y por otra parte su posterior unién a una molécula de biotina, que se
une fuertemente y de manera selectiva a la avidina. Toomre y col. (Glycobiology, 8; 653-663, 1994) emplean la biotina
y la 2,6-diaminopiridina con coadyuvantes tipicos de la formacién del enlace peptidico como son NHS y EDC. Los
rendimientos descritos en la bibliografia para este proceso son del 31% (esquema 1).

Esquema 1

Formacion de un glicoconjugado fluorescente con apertura del anillo del oligosacdrido

g
P \“ -
- HaN N NHp
Biotina / 2,6-diaminopiridina
(DAP)

EDC, NHS

piridina (BAP)

m m //\&/ w Aminacion reductora

. . . con apertura del anillo
Oligosacarido

HQ\\:;:A/ /N U

Gliconconjugado fluorescente

Descripcion de la invencion
Nuevo reactivo de biotina, métodos para su preparacion y marcaje, y aplicaciones.

Un aspecto de la presente invencién se refiere a un nuevo reactivo de biotina, el cloruro de biotina o cloruro de
5-((3a$,4S,6aS)-2-oxo-hexahidro-1H-tieno[3,4-d] imidazol-4-il)pentanoilo.

Asi mismo, otro aspecto de la presente invencion hace referencia al método para la preparacién de este reactivo de
biotina que permite su reaccion de una forma ripida y sencilla con cualquier biomolécula correctamente funcionaliza-
da, asf como su marcaje con un marcador.

El método de preparacion de cloruro de biotina que se describe es de facil realizacidn y, ademads, con él se obtienen
altos rendimientos, alta reactividad y gran aplicacién. La preparacién del cloruro de biotina es un procedimiento
sencillo que conlleva una sola etapa que consiste en la adicién de cloruro de tionilo a la biotina. Inmediatamente
precipita un sélido que es el producto de reaccién que se aisla facilmente, por ejemplo mediante una simple filtracién
a vacio. El rendimiento obtenido es del 75%.
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Otro aspecto que contempla la invencion es el marcaje del cloruro de biotina. El marcaje puede realizarse con
un marcador fluorescente o un marcador radiactivo. El marcaje fluorescente consiste en un procedimiento sencillo
que conlleva una sola etapa, es decir la adicién del fluoréforo a una disolucién del cloruro de biotina en el disolven-
te apropiado (10% DMF (dimetilformamida) o DMSO (dimetilsulféxido) y 90% disolvente en el que sea soluble el
fluor6foro). Entre los fluoréforos puede utilizarse la 2,6-diaminopiridina, marcador fluorescente que absorbe al Ultra-
violeta-Visible. Trascurrido el tiempo necesario, 6 horas, se forma un precipitado que se obtiene por métodos sencillos
como es el filtrado. Se obtienen rendimientos del 100%.

Tanto el nuevo reactivo de biotina como el marcador biotinilado pueden ser unidos a un amplio nimero de biomo-
léculas (proteinas, enzimas, péptidos, oligosacéridos o lipidos) lo que permite su utilizacién en estudios para analizar
su implicacién en procesos bioldgicos o en la preparacion de sistemas de diagndstico. Este proceso puede llevarse a
cabo de una forma sencilla y consistente en una sola etapa, es decir la adicién de la biomolécula a una disolucién
del cloruro de biotina en el disolvente apropiado (10% DMF (dimetilformamida) o DMSO (dimetilsulf6xido) y 90%
disolvente en el que sea soluble la biomolécula). Se obtienen rendimientos del 95%.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Marcaje fluorescente del cloruro de biotina (2) con 2,6-diaminopiridina (3). Mediante la adicién de
cloruro de tionilo (SOCI,) a la biotina (1) se obtiene cloruro de biotina (2) que queda marcado al afiadirse 2,6-diami-
nopiridina (3) obteniéndose el marcador biotinilado (4) con un rendimiento del 100%.

Figura 2. Preparacion de una biomolécula biotinilada (6) utilizando el nuevo cloruro de biotina (2). Mediante la
adicion de la biomolécula (5) a una disolucién de cloruro de biotina (2) se obtiene la molécula biotinilada (6) con un
rendimiento del 95%.

> Modo de realizar la invencion

La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos, los cuales no son limitativos de
su alcance, que viene definido exclusivamente por la nota reivindicatoria adjunta.

Ejemplo 1
Preparacion del cloruro de biotina

A 1 g (4,09 mmol) de biotina, en un matraz de fondo redondo provisto de un niicleo de agitacién magnética, se
le afiadieron 8 ml (109,7 mmol) de cloruro de tionilo. La disolucién del sélido fue inmediata. A los pocos segundos
precipité el cloruro de dcido en forma de sdlido blanco. El sélido se filtr6 a vacio. Se eliminaron los restos de cloruro
de tionilo con alto vacio y el sélido se lavé con acetona. Rendimiento 75%.

Andlisis calculado para C,,HsCIN,0,S: C: 45,71%; H: 5,75%; N: 10,66%; S: 12,20%.

Encontrado: C: 40,45%; H: 5,44%:; N: 9,31%; S: 10,74%.

EM: m/z 78 (100), 63 (92), 45 (16), 184 (10), 112 (8), 85 (7), 97 (7), 144 (6), 166 (6), 226 (2), 244 (2), 60 (48).

IR: 3250, 1702, 1653, 1481, 1319, 1271.

"H-RMN (500 MHz, DMSO): 6,44 (sa, 2H, -NH); 4,31 (dd, 1H, J=4,5y 7,7Hz, H-1"); 4,13 (dd, 1H,J=4,4y 7,8
Hz, H-5"); 3,42 (ddd, 1H, J=1,7, 2,8 y 6,0 Hz, H-6’); 2,80 (dd, 1H, J =5,0 y 12,5 Hz, H-8’5); 2,57 (d, 1H, J = 12,4
Hz, H-8’«); 2,18 (t, 2H, J = 7,3 Hz, H-2); 1,76 (m, 1H, H-5’@); 1,64 (m, 3H, H-4 y H-5@); 1,49 (m, 2H, H-3).

3C-RMN (125 MHz, DMSO): 174,78 (COOH), 163,55 (C-3"), 68,25 (C-5"), 66,93 (C-1"), 60,64 (C-6"), 44,90 (C-
2), 38,90 (C-8°), 33,49 (C-3), 33,18 (C-4), 29,77 (C-5).

Ejemplo 2
Marcaje fluorescente del cloruro de biotina

En un matraz de fondo redondo y provisto de un nucleo de agitacién, se colocaron 0,3 g (2,7 mmol) de 2,6-
diaminopiridina y 1 ml (7,2 mmol) de trietilamina disueltos en 10 ml de diclorometano seco. La mezcla se agit6 hasta
disolucién. A esta solucion se adiciond lentamente una solucién formada por 0,35 g (1,33 mmol) de cloruro de biotina
en 15 ml de diclorometano seco y 2 ml de dimetilsulf6xido. Se agité durante 6 h y se obtuvo un precipitado blanco, se
filtré a vacio y se lavé con acetona. Rendimiento 100%.

Andlisis calculado para C;sH,;N50,S: C: 53,71%; H: 6,31%; N: 20,88%; S: 9,56%.
Encontrado: C: 53,74%; H: 6,28%; N: 20,84%:; S: 9,56%.
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IR (v en cm™'): 3407, 3275, 1684, 1659, 1641, 1459, 1399.
EM: m/z 63 (100), 78 (71), 45 (20), 109 (20), 97 (16), 85 (10), 184 (10), 244 (2).

'H-RMN (500 MHz, d,-DMSO): 6,99 (t, 1H, J = 7,8 Hz, H-4"); 6,44 (s, 1H, NH,); 6,36 (s, IH, NH,); 5,58 (d, 2H,
J=7.8 Hz, H-3’ y H-5"); 5,31 (sa, 3H, -NH, H-2” y H-4"); 4,29 (dd, 1H, J=5,1, J= 7,6 Hz, H-1"); 4,11 (dddd, 1H, J=
1,7, =33, J= 55, J= 7,7 Hz, H-5"); 3,43 (dddd, 1H, J= 1,7, J= 3,3, J= 5,5, J= 7,7 Hz, H-5"); ,80 (dd, 1H, J= 5,0,
J= 12,4 Hz, H-8"8; 2,56 (d, 1H, J= 12,4 Hz, H-8"a); 2,18 (t, 2H, J= 7,3 Hz, H-2); 1,76 (m, 1H, H-5’a); 1,64 (m, 3H,
H-4 y H-50); 1,49 (m, 2H, H-3).

13C-RMN (125 MHz, d,-DMSO): 180,21 (C-1), 168,30 (C-3"), 164,22 (C-6" y C-2), 143,85 (C-4), 100,71 (C-3’
y C-5"), 66,62 (C-57), 65,81 (C-17), 64,74 (C-6”), 60,99 (C-8”) 39,08 (C-2), 33,70 (C-3), 33,62 (C-4), 30,13 (C-5).

Ejemplo 3
Preparacion de biomolécula biotinilada con cloruro de biotina

En un matraz de fondo redondo y provisto de un niicleo de agitacion se colocaron 50 mg (0,16 mmol) de p-anilin-/N-
acetilglucosaminopiranésido y 1 mL de trietilamina disueltos en 10 mL de agua. La mezcla se agit6 hasta disolucién.
A esta solucion se adiciond lentamente una solucién formada por 42 mg (0,16 mmol) de cloruro de biotina en 1 mL
N, N-dimetilformamida. Se continud la agitacién durante 72 h. Transcurrido este tiempo se elimind el disolvente a alto
vacfo. Rendimiento 95%.

Andlisis calculado para C;sH,;N50,S: C: 53,52%; H: 6,36%; N: 10,40%; S: 5,95%.
Encontrado: C: 53,62%; H: 6,24%; N: 10,84%:; S: 5,56%.
IR (ven cm™): 3297, 3051, 2934, 2847, 1701, 1650.

'H-RMN (500 MHz, d,-DMSO): 10,20 (s, 1H, Ar-NH-CO); 8,49 (s, 3H, OH); 8,20 (d, 1H, J = 1,8 Hz, NH-CO-
CH.); 7.45 (d, 2H, J = 9.1 Hz, H-3" y H-57); 6,87 (d, 2H, J= 9,1 Hz, H-2" y H-6"), 6,45 (s, 1H, H-3"), 6,39 (s, 1H, H-
1), 4,9 (1H, d, J= 8,5 Hz, H2”’)431(dd H, J= 5.4, J=74 Hz, H6a)413(dddd 1H, J=1,6,] = 1,9, J = 2.8,
J=17,6 Hz, H-3"a); 3,67 (dd, 1H, J = 1,8, J = 10,3 Hz, H-3™); 3,41 (dd, 2H, J = 5, J = 12,4 Hz, H-4™ y 5™); 3,22 (m,
3H, H-6” y OH-CH,); 2,89 (dd, 1H, J = 5,1, J = 12,4 Hz, H-6'3; 2,75 (d, 1H, J = 12,4 Hz, H-6’a; 2,56 (ddd, 1H, J =
1,7,J =27, J =6 Hz, H-4"); 2,2 (t, 2H, J = 7,4 Hz, H-2); 2,15 (s, 3H, NHCOCH,); 1,76 (m, 1H, H-5); 1,64 (m, 3H,
H-4 y H-5); 1,49 (m, 2H, H-3).

BC-RMN (125 MHz, d,-DMSO): 175,0 (C-1), 169,9 (NHCO-CH,), 165,2 (C-2°), 163,0 (C-4”), 135,3 (C-1"),
125,7 (C-2" y C-6”); 120,5 (C-3" y C-5); 105,1 (C-2"); 82,4 (C-6™"), 78,3 (C-4"), 76,4 (C-5"); 67,2 (C-3’a); 65,3
(C-6’a); 66,2 (C-4’); 61,0 (C-6"); 59,3 (C-3); 40,1 (C-2), 39,2 (CH,OH); 31,0 (C-3), 28,6 (C-4), 28,1 (C-5); 25,0
(NHCOCHS,).
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REIVINDICACIONES

1. Reactivo de biotina caracterizado por ser cloruro de biotina o cloruro de 5-((3aS,4S, 6aS)-2-oxo-hexahidro-
1H-tieno[3,4-d]imidazol-4-il)pentanoilo.

2. Método de preparacién de cloruro de biotina, que comprende los siguientes pasos:
a) adicién de cloruro de tionilo a biotina
b) precipitado del cloruro de biotina
¢) obtencion del sélido precipitado
d) eliminacién de restos de cloruro de tionilo
e) lavado del sdlido.

3. Método de preparacion de cloruro de biotina, segtin la reivindicacién 2, caracterizado porque la obtencién del
solido precipitado se realiza por filtrado al vacio.

4. Método de preparacion de cloruro de biotina, segun la reivindicacién 2, caracterizado porque la eliminacién de
los restos de cloruro de tionilo se realiza mediante alto vacio.

5. Método de preparacién de cloruro de biotina, segtin la reivindicacién 2, caracterizado porque el lavado del
sélido se realiza con acetona.

6. Método de marcaje de cloruro de biotina que comprende los siguientes pasos:
a) disolucién del marcador
b) adicion del marcador al cloruro de biotina en presencia del disolvente adecuado
¢) obtencion del precipitado
d) lavado del precipitado.

7. Método de marcaje de cloruro de biotina, segin reivindicacién 6, caracterizado porque el disolvente utilizado
es un 10% de dimetilformamida o de dimetilsulféxido y un 90% de disolvente en el que sea soluble el marcador.

8. Método de marcaje de cloruro de biotina, segtn reivindicacion 6, caracterizado porque el marcaje se realiza
con un fluoréforo.

9. Método de marcaje de cloruro de biotina, segin reivindicacién 8, caracterizado porque el fluoréforo utilizado
es 2,6-diaminopiridina.

10. Método de marcaje de cloruro de biotina, segtin reivindicacién 6, caracterizado porque la agitacion se realiza
durante 6 horas.

11. Método de marcaje de cloruro de biotina, segtin reivindicacion 6, caracterizado porque la obtencién del s6lido
precipitado se realiza por filtracién a vacio.

12. Método de preparacion de cloruro de biotina, segtn la reivindicacién 6, caracterizado porque el lavado del
sélido se realiza con acetona.

13. Método de preparacion de moléculas biotiniladas que comprende los siguientes pasos:
a) disolucién de la biomolécula
b) adicién de la biomolécula al cloruro de biotina en presencia del disolvente adecuado
c) obtencién del precipitado.
14. Método de preparacién de moléculas biotiniladas, segiin reivindicacion 13, caracterizado porque el disolvente

utilizado es un 10% de dimetilformamida o de dimetilsulféxido y un 90% de disolvente en el que sea soluble la
biomolécula.
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15. Método de preparacién de moléculas biotiniladas, segin reivindicacién 13, caracterizado porque la obtencién
del precipitado se realiza mediante filtracion.

16. Método de preparacién de moléculas biotiniladas, segtin reivindicacién 13, caracterizado porque las biomo-
1éculas son proteinas, enzimas, péptidos, oligosacaridos o lipidos.

17. Método de preparacion de moléculas biotiniladas, segun reivindicacion 13, caracterizado porque el cloruro de
biotina estd marcado.

18. Uso de cloruro de biotina, segtin reivindicaciones anteriores, en el estudio de la implicacién de biomoléculas o
andlogos de las mismas en procesos bioldgicos.

19. Uso de cloruro de biotina, segin reivindicaciones 1 a 17, para la elaboracién de sistemas de diagndstico.
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