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DESCRIPCION
Inmunoensayo para cannabinoides sintéticos basados en ciclopropilindol, metabolitos y derivados de los mismos
Antecedentes

A menudo se crean nuevas drogas de disefio como alternativas a las drogas ilegales existentes precisamente con la
intencion de que puedan venderse y comercializarse con apariencia de legalidad.

Los cannabinoides sintéticos, que tienen farmacologia similar al tetrahidrocannabinol (THC), el principio psicoactivo
del cannabis, se originaron como parte de la investigacion sobre los receptores de cannabinoides CB; y CBy. Debido
a su actividad en estos receptores, se han aprovechado por los narcotraficantes y usuarios como alternativas legales
al cannabis. Los cannabinoides sintéticos se envasan y se venden generalmente (con nombres tales como Spice, K2
e incienso de hierbas) como una mezcla de un medio portador organico, habitualmente material vegetal, que
normalmente se pulveriza o se mezcla con el compuesto sintético.

Muchos de los compuestos originales encontrados cominmente en estas mezclas, incluyendo JWH-018 y JWH-073,
se han considerado ahora como drogas ilegales en muchos paises. Los fabricantes y traficantes clandestinos han
respondido a estos cambios en la legalidad produciendo y distribuyendo simplemente productos cannabinoides
sintéticos que contienen compuestos ligeramente cambiados en un intento de eludir estas leyes de reciente
creacion.

Entre los compuestos identificados mas recientemente estan UR-144 y XLR-11 (Sobolevsky ef al 2012; Uchiyama et
al 2012; Kavanagh et al 2013). UR-144 y XLR-11 son la nueva generacion de cannabinoides sintéticos y son
quimicamente diferentes de los cannabinoides de primera generacion. El anillo de naftaleno en JWH-018 (un
cannabinoide sintético de primera generacion) se sustituye con un grupo tetrametilciclopropilo para formar UR-144.
XLR-11 es la version fluorada de UR-144. UR-144 ((1-pentil-1H-indol-3-il)(2,2,3,3-tetrametilciclopropil)-metanona es
un potente cannabinoide sintético con unién preferencial al receptor CB, periférico con respecto al receptor CB
central (Ki 1,8 nM en comparacion con Ki 150 nM). XLR-11 ((1-(5-fluoropentil)-1H-indol-3-il)(2,2,3,3-
tetrametilciclopropil)metanona) es un compuesto de aminoalquilindol que se espera que sea un mimético de
cannabinoide. Se notifica que el grupo tetrametilciclopropilo confiere selectividad por el receptor CB, con respecto a
CBy; sin embargo la cadena de N-(5-fluoropentilo) aumenta la unién a ambos receptores.

Se afnadié UR-144 a una lista de drogas de clase temporal en Nueva Zelanda el 6 de abril de 2012, mientras que
también se afiadio XLR-11 el 13 de julio de 2012. Desde el 11 de diciembre de 2012, tanto UR-144 como XLR-11 se
han prohibido en el estado de Florida.

Los efectos farmacoldgicos y toxicolégicos de muchos de estos compuestos sintéticos en seres humanos se
desconocen y son impredecibles. Se ha notificado que producen agitacion, ansiedad, nauseas, vomitos, taquicardia,
tension arterial elevada, temblores, convulsiones, alucinaciones, comportamiento paranoide y falta de respuesta. Se
ha propuesto que XLR-11 y sus metabolitos son la causa en casos de lesién renal aguda no explicada (Schwartz et
al, 2013).

Los métodos analiticos actuales usan espectrometria de masas (EM) conjuntamente con cromatografia de gases
(CG) o cromatografia de liquidos (CL). Por ejemplo, Shevyrin et al. 2013 usaron CG-EM, CL-EM y resonancia
magnética nuclear (RMN) para identificar una variedad de miméticos del cannabis sintéticos que portan un resto
2,2,3,3-tetrametilciclopropanocarbonilo, incluyendo UR-144 (denominado TMCP-018 en ese estudio), en muestras
de drogas de disefio. Una desventaja de tales métodos de deteccion es que requieren equipos caros y personal
altamente cualificado. Se conoce en la técnica que los inmunoensayos son alternativas relativamente rentables,
simplistas y rapidas al analisis basado en espectrometria de masas. La patente europea con numero de solicitud
2.487.155 proporciona métodos basados en inmunoensayo para la deteccion de las familias JWH y CP de
cannabinoides sintéticos; sin embargo, los anticuerpos proporcionados en esta solicitud no muestran reactividad
cruzada significativa con UR-144, sus metabolitos o derivados. Por tanto, sigue habiendo una necesidad de un
ensayo que no solo sea sensible a las moléculas parentales de UR-144 y XLR-11, sino que también pueda detectar
sus metabolitos y derivados clave para permitir mejoras en el analisis clinico y toxicologico forense de la ingesta de
estas drogas de disefio en constante evolucion.

Bibliografia

Documento EP 2487155 (Randox Laboratories).

Sobolevsky et al., (2012) Drug Testing and Analysis, 4:745—-753.

Uchiyama et al., (2012) Forensic Science International, doi:10.1016/j.forsciint.2012.08.047

Schwartz et al., (2013) Centers for Disease Control and Prevention, MMWR; 62:93-98.

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2610471 T3

Kavanagh et al., (2013) Drug Testing and Analysis, doi:10.1002/dta.1456

Shevyrin et al., (2013) Forensic Science International, 226:62-73.

Figuras

Figura 1: Estructuras quimicas de los cannabinoides sintéticos UR-144 y XLR-11

Figura 2: Reacciones quimicas para la sintesis de acido N-pentanoico de UR-144 (hapteno-1)

Figura 3: Reacciones quimicas para la sintesis de HCTL de acido N-pentanoico de UR-144 (hapteno-2)
Figura 4: Los principales metabolitos de UR-144

Figura 5: Estructuras quimicas de metabolitos y derivados adicionales de UR-144 y XLR-11; (a) analogo N-(5-
bromopentilo) de UR-144, (b) analogo N-(5-cloropentilo) de UR-144, (c) isbmero N-(4-fluoropentilo) de XLR-11, (d)
isdomero N-(3-fluoropentilo) de XLR-11, (e) isémero N-(2-fluoropentilo) de XLR-11, (f) metabolito N-(4-hidroxipentilo)
de XLR-11, (g) analogo N-(4-pentenilo) de XLR-11, (h) AB-005, (i) AB-796260, (j) A-834735, (k) isomero de azepano
de AB-005, (I) compuesto de degradacion de XLR-11.

Figura 6: Curva de calibracion que muestra absorbancia a 450 nm usando acido N-pentanoico de UR-144 como
patron en un antisuero que incorpora ELISA producido a partir del inmundgeno | (la linea discontinua muestra el
valor Clso).

Sumario de la invenciéon

La invencién proporciona haptenos, inmundgenos y anticuerpos que son utiles en la deteccion de cannabinoides
sintéticos basados en ciclopropilindol. Estos anticuerpos pueden incorporarse en métodos, ensayos y kits para la
deteccion de cannabinoides sintéticos basados en ciclopropilindol, especificamente UR-144, XLR-11 y/o sus
metabolitos.

Descripcion detallada de la invencién

A menos que se establezca otra cosa, los términos técnicos tal como se usan en el presente documento se usan
segun el uso convencional tal como conocen los expertos en la técnica.

UR-144 tal como se usa en el presente documento se refiere a un compuesto quimico con el nombre formal (1-
pentil-1H-indol-3-il)(2,2,3,3-tetrametilciclopropil)metanona y numero de registro del Chemical Abstracts Service
(CAS) 119994 3-44-6.

XLR-11 tal como se usa en el presente documento se refiere a un compuesto quimico con el nombre formal (1-(5-
fluoropentil)-1H-indol-3-i1)(2,2,3,3-tetrametilciclopropil)metanona y el niumero de registro de CAS 1364933-54-9.

El término “hapteno” tal como se usa en el presente documento describe una molécula preinmundgena que estimula
la produccion de anticuerpos sélo cuando se conjuga con una molécula portadora mas grande. Esta molécula
portadora mas grande puede denominarse material portador que confiere antigenicidad (accm). Una vez que el
hapteno se conjuga con el accm forma el inmundgeno.

El término “inmundgeno” tal como se usa en el presente documento describe una entidad que induce una respuesta
inmunitaria tal como produccién de anticuerpos o una respuesta de células T en un animal huésped.

El accm puede ser cualquier material que haga que todo o parte del hapteno sea propenso al reconocimiento por y
la union al anticuerpo. Por ejemplo, el accm puede ser una proteina, un fragmento de proteina, un polipéptido
sintético o un polipéptido semisintético. Ejemplos ilustrativos de materiales portadores que confieren antigenicidad
utiles son albumina sérica bovina (BSA), ovoalbumina de huevo, gammaglobulina bovina, tiroglobulina bovina (BTG),
hemocianina de lapa californiana (KLH), etc. Preferiblemente, el accm es BSA o BTG.

El término “anticuerpo” tal como se usa en el presente documento se refiere a una inmunoglobulina o molécula de
tipo inmunoglobulina. Se entendera que puede usarse cualquier tipo de molécula de inmunoglobulina o fragmento de
la misma, por ejemplo anticuerpos monoclonales, fragmentos Fab, fragmentos scFv y cualquier otro fragmento de
union a antigeno.

Cuando se usa en referencia a un anticuerpo, la palabra “especifico” o “especificidad” en el contexto de la presente

invencion se refiere al analito o analitos que se unen preferiblemente al anticuerpo, tal como se evalla mediante una
métrica adecuada tal como la reactividad cruzada. Con fines de comparacién, a un analito con reactividad cruzada
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alta generalmente se le da un valor del 100 %, dandoles a los demas analitos un valor relativo a este; ademas, un
experto en la técnica sabe que para que la reactividad cruzada sea de uso practico, el anticuerpo especifico para el
analito debe presentar una alta sensibilidad tal como se mide mediante una métrica adecuada tal como la Clso. La
Clsp es una medida comun de la sensibilidad de los anticuerpos para inmunoensayos.

Segun un aspecto general de la invencion, se proporciona un hapteno que tiene la férmula general

CH
® CHs
0
CH,
\\ CHs,
\
() R

en la que, R es H o una cadena hidrocarbonada C+-Cs sustituida o no sustituida. Preferiblemente, R es una cadena

hidrocarbonada sustituida, mas preferiblemente un grupo alquilo sustituido. Estos aspectos de la invencion se
amplian mas adelante.

Segun otro aspecto general de la invencion, se proporciona un inmunoégeno que tiene la formula (I) conjugado con
un material portador que confiere antigenicidad (accm)

CH
® CHs
0
CH,
\\ CHs,
\
() R

en la que, R es H o una cadena hidrocarbonada C+-Cs sustituida o no sustituida. Preferiblemente, R es una cadena
hidrocarbonada sustituida, mas preferiblemente un grupo alquilo sustituido. La conjugacién puede tener lugar
directamente o con un grupo de reticulacion. Estos aspectos de la invencion se amplian mas adelante.

Un primer aspecto general de la invencion es un anticuerpo que se une o que puede unirse a al menos un epitopo
que tiene la formula (1):
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CH
® CHs
0
CH,
\\ CHs,
\
() R

en la que, R es H o una cadena hidrocarbonada C+-Cs sustituida o no sustituida. Preferiblemente, R es una cadena
hidrocarbonada sustituida, mas preferiblemente un grupo alquilo sustituido y en el que el anticuerpo no muestra
union significativa a JWH-098, JWH-022, JWH-398, JWH-210, el metabolito 6-hidroxiindol de JWH-018, el metabolito
5-hidroxiindol de JWH-018, el metabolito N-(5-hidroxipentilo) de JWH-018, RCS-4, RCS-8, AM-1220, AM-2201, AM-
694, AM-1241, JWH-015, JWH- 200, JWH-073, JWH-019, JWH-018, JWH-250 y/o el metabolito N-carboxibutilo de
JWH- 018.

Un segundo aspecto general de la invenciéon es un anticuerpo que puede derivarse de o que puede producirse
contra un inmundgeno, en el que el inmundgeno comprende un hapteno conjugado con un accm, y en el que el
hapteno tiene la formula (1):

CH
® CHs
0
CH,
\\ CHs,
\
() R

en la que, R es H o una cadena hidrocarbonada C1-Cg sustituida o no sustituida y en la que el anticuerpo no muestra
union significativa a JWH-098, JWH-022, JWH-398, JWH-210, el metabolito 6-hidroxiindol de JWH-018, el metabolito
5-hidroxiindol de JWH-018, el metabolito N-(5-hidroxipentilo) de JWH-018, RCS-4, RCS-8, AM-1220, AM-2201, AM-
694, AM-1241, JWH-015, JWH- 200, JWH-073, JWH-019, JWH-018, JWH-250 y/o el metabolito N-carboxibutilo de
JWH- 018. Preferiblemente, R es una cadena hidrocarbonada sustituida, mas preferiblemente un grupo alquilo
sustituido. La conjugacion puede tener lugar directamente o con un grupo de reticulacion. Estos aspectos de la
invencién se amplian mas adelante.

En ambas de estas realizaciones de anticuerpo, el anticuerpo puede unirse a al menos un epitopo de férmula (). De
esta manera, el anticuerpo de la invencién puede unirse a un epitopo de un analito seleccionado de UR-144, acido
pentanoico de UR-144, N-pentanol de UR-144, desalquil-UR-144 y/o XLR-11 y/o metabolitos o derivados de los
mismos. En las figuras 4 y 5 se muestran metabolitos de UR-144 y XLR-11.

De manera ideal, el anticuerpo es especifico para acido N-pentanoico de UR-144.
Segun otro aspecto de la invencion, el anticuerpo puede unirse a un epitopo de un analito seleccionado de acido N-

pentanoico de UR-144, N-(5-hidroxipentilo) de UR-144, N-(4-hidroxipentilo) de UR-144 y 1-(tetrahidropiran-4-iimetil)-
1H-indol-3-il]-(2,2,3,3-tetrametilciclopropil)metanona (A-834735 mostrado en la figura 5 (j)).
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Segun todas las realizaciones de la invencion, R de estructura (l) puede seleccionarse de H, metilo sustituido, etilo
sustituido, propilo sustituido o no sustituido, butilo sustituido o no sustituido, pentilo sustituido o no sustituido o hexilo
sustituido o no sustituido.

Preferiblemente, R es una cadena hidrocarbonada sustituida, tal como un grupo alquilo sustituido.

Segun una realizacién de la invencién, R es un grupo pentilo sustituido, opcionalmente seleccionado de 5-
hidroxipentilo, 4-hidroxipentilo, acido pentanoico o 5-fluoropentilo.

Segun una realizacion mas preferida de la invencion, R de estructura (l) puede ser acido pentanoico o un derivado
de amida o éster del mismo. Por ejemplo, R puede ser acido pentanoico o HTCL (homocisteina-tiolactona) de acido
pentanoico.

Alternativamente, R es un grupo metilo sustituido. Preferiblemente, el metilo se sustituye con un pirano sustituido o
no sustituido, saturado o insaturado. Segun una realizacion preferida, el metilo se sustituye con tetrahidropirano. De
esta manera, R puede ser CH,-CsH10O (CHz-tetrahidropirano). Esta realizacion se da a conocer en la figura 5 (j)
como A-834.735.

Segun todas las realizaciones de la invencién, el material portador que confiere antigenicidad (accm) puede
seleccionarse de una proteina, un fragmento de proteina, un polipéptido sintético o un polipéptido semisintético.

Opcionalmente, el accm se selecciona de albumina sérica bovina (BSA), ovoalbumina de huevo, gammaglobulina
bovina, tiroglobulina bovina (BTG), hemocianina de lapa californiana (KLH). De manera opcionalmente adicional, el
accm se selecciona de BSA o BTG. Opcionalmente, el accm se selecciona de BTG.

Alternativamente, el accm comprende poli(aminoacidos) sintéticos que tienen un nimero suficiente de grupos amino
disponibles, tales como lisina. De manera alternativamente adicional, el accm se selecciona de materiales
poliméricos naturales o sintéticos que portan grupos funcionales reactivos. De manera todavia alternativamente
adicional, el accm se selecciona de hidratos de carbono, levaduras y polisacaridos.

Segun una realizacion preferida de la invencion, R de estructura () es acido pentanoico y el accm es tiroglobulina
bovina (BTG).

Se entendera que el hapteno (es decir, la férmula (1)) puede conjugarse directamente con o acoplarse directamente
al material portador que confiere antigenicidad (accm). En este caso, puede acoplarse acido N-pentanoico de UR-
144 directamente al accm a través de un enlace amida, utilizando un compuesto de carbodiimida tal como N, N-
diciclohexilcarbodiimida (DCC) para facilitar la reaccion. Estas carbodiimidas (tales como EDC o DCC) facilitan la
reaccion entre el grupo carboxilo (CO2H de R) en el hapteno y los grupos amino libres en el accm para formar
enlaces amida sin grupos de reticulacion presentes entre las moléculas conjugadas. De esta manera, tiene lugar el
acoplamiento directo a través de la formacion del enlace amida. De esta manera, el accm se conjuga directamente
con R de estructura .

Alternativamente, el hapteno (es decir formula (I)) puede unirse al material portador que confiere antigenicidad
(accm) a través de un grupo de reticulacion o agente de reticulacion. El grupo de reticulacion puede ser cualquier
grupo de reticulacion convencional usado de manera convencional en este campo. El grupo de reticulaciéon es de
manera ideal un grupo de unién funcionalizado que une el accm al hapteno. Preferiblemente, el grupo de reticulacion
puede comprender o consistir en un resto carboxilo, ditiopiridilo, maleimidilo, amino, hidroxilo, tiol y aldehido. El
experto conoce bien el grupo de reticulacion en sintesis de inmundgenos. De esta manera, el accm se conjuga a
través de un grupo de reticulacion con R de estructura .

Opcionalmente, el anticuerpo de la invencion puede unirse a al menos un epitopo del grupo que comprende las
moléculas UR-144, acido pentanoico de UR-144, N-pentanol de UR-144 (también denominado metabolito N-(5-
hidroxipentilo) de UR-144), desalquil-UR-144 y XLR-11. El término “puede unirse a” o “es capaz de unir” tal como se
usa en el presente documento significa que en condiciones normales de inmunoensayo, por ejemplo tal como se
describe en “Immunoassay: A practical guide” de Brian Law, Tailor and Francis Ltd, ISBN 0-203-48349-9, los
anticuerpos se uniran a dichas moléculas.

En una realizaciéon adicional, el anticuerpo puede unirse al analogo N-(5-bromopentilo) de UR-144, analogo N-(5-
cloropentilo) de UR-144, isémero N-(4-fluoropentilo) de XLR-11, isémero N-(3-fluoropentilo) de XLR-11, isdbmero N-
(2-fluoropentilo) de XLR-11, metabolito N-(4-hidroxipentilo) de XLR-11, analogo N-(4-pentenilo) de XLR-11, AB-005,
AB-796260, A-834735, isomero de azepano de AB-005 y compuesto de degradacién de XLR-11. El ejemplo 10
muestra buena reactividad cruzada con A-834735.

Se ha encontrado ventajosamente que el anticuerpo de la invencion es especifico para al menos un epitopo de acido
N-pentanoico de UR-144 y tiene reactividad cruzada con UR-144, N-pentanol de UR-144, desalquil-UR-144 y XLR-
11.
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Opcionalmente, el anticuerpo tiene una reactividad cruzada del 100 % con acido pentanoico de UR-144 y una
reactividad cruzada de mas del 10 %, opcionalmente de mas del 15 %, con el grupo que comprende, pero no se
limita a, UR-144, N-pentanol de UR-144, desalquil-UR-144 y/o XLR-11.

Alternativamente, el anticuerpo tiene una reactividad cruzada del 100 % con acido N-pentanoico de UR-144 y una
reactividad cruzada de mas del 100 % con N-pentanol de UR-144 (derivados de N-(5-hidroxipentilo) y N-(4-
hidroxipentilo)).

Todavia alternativamente, el anticuerpo tiene una reactividad cruzada del 100 % con acido N-pentanoico de UR-144
y una reactividad cruzada de mas del 25 %, opcionalmente mas del 35 % con XLR-11.

Adicional o alternativamente, el anticuerpo puede caracterizarse porque muestra unidén no significativa,
preferiblemente a 100 ng/ml de agente con reactividad cruzada tal como se define en los ejemplos, a JWH-098,
JWH-022, JWH-398, JWH-210, el metabolito 6-hidroxiindol de JWH-018, el metabolito 5-hidroxiindol de JWH-018, el
metabolito N-(5-hidroxipentilo) de JWH-018, RCS-4, RCS-8, AM-1220, AM-2201, AM-694, AM-1241, JWH-015,
JWH- 200, JWH-073, JWH-019, JWH-018, JWH-250 y/o el metabolito N-carboxibutilo de JWH- 018. Tal como se usa
en el presente documento, el término “unidn no significativa” puede entenderse que significa cualquier reactividad
cruzada baja que no comprometeria el ensayo. Opcionalmente, esto corresponde a una reactividad cruzada de
menos del 5 % en relacion con el analito con mayor reactividad cruzada. Mas preferiblemente, la reactividad cruzada
es menor del 4 % o el 3 % e incluso mas preferiblemente la reactividad cruzada es menor del 2 % o el 1 % en
relacién con el analito que muestra mayor reactividad cruzada en el ensayo.

Todavia opcionalmente, el anticuerpo tiene una reactividad cruzada del 100 % con acido N-pentanoico de UR-144, y
una reactividad cruzada de mas del 100 % para el metabolito N-(5-hidroxipentilo) de UR-144, el metabolito N-(4-
hidroxipentilo) de UR-144 y A-834735, y una reactividad cruzada de mas del 2 % con el grupo que comprende, pero
no se limita a, UR-144, XLR-11, desalquil-UR-144, compuesto de degradacién de XLR-11 y/o metabolito N-(4-
hidroxipentilo) de XLR11.

Adicional o alternativamente, el anticuerpo puede caracterizarse porque tiene una Clso seleccionada de una o mas
de al menos 3 ng/ml, preferiblemente al menos 3,484 ng/ml para acido N-pentanoico de UR-144; al menos 22 ng/ml,
preferiblemente al menos 22,815 ng/ml para UR-144; al menos 3 ng/ml, preferiblemente al menos 3,191 ng/ml para
N-pentanol de UR-144; al menos 19 ng/ml, preferiblemente al menos 19,207 ng/ml para desalquil-UR-144; y al
menos 9 ng/ml, preferiblemente al menos 9,454 ng/ml para XLR-11.

Se entendera que los anticuerpos de la invencién pueden producirse contra o pueden derivarse de un inmunégeno
conjugado a través de la posicion N de una estructura de ciclopropilindol. Los inmunogenos preferidos corresponden
a haptenos 1 y 2 tal como se muestra en la figura 3 conjugados con un accm (material portador que confiere
antigenicidad).

Inmunogeno | tal como se usa en el presente documento se refiere a hapteno 1 (acido N-pentanoico de UR-144)
conjugado con un accm.

Inmundgeno Il tal como se usa en el presente documento se refiere a hapteno 2 (homocisteina-tiolactona (HCTL) de
acido N-pentanoico de UR-144) conjugado con un accm.

Tal como se menciond anteriormente, el hapteno, tal como los de la figura 3, puede conjugarse directamente con un
accm o puede conjugarse con el accm a través de un grupo de reticulacion tal como se definié anteriormente.

Opcionalmente, el material portador que confiere antigenicidad (accm) es tal como se definié anteriormente y se
selecciona opcionalmente de albumina sérica bovina (BSA), ovoalbumina de huevo, gammaglobulina bovina,
tiroglobulina bovina (BTG), hemocianina de lapa californiana (KLH), poli(aminoacidos) sintéticos que tienen un
numero suficiente de grupos amino disponibles, lisina y/o materiales poliméricos naturales o sintéticos que portan
grupos funcionales reactivos. Preferiblemente, el accm es tiroglobulina bovina (BTG) o albumina sérica bovina
(BSA).

Se ha encontrado que los inmundgenos de la invencion producen anticuerpos que pueden unirse a varias moléculas
basadas en ciclopropilindol incluyendo UR-144, XLR-11 y metabolitos o derivados de los mismos. En las figuras 4 y
5 se muestran metabolitos a modo de ejemplo de UR-144 y XLR-11. El experto es consciente de que para que estos
anticuerpos reconozcan estas moléculas, deben unirse a estructuras particulares o al menos a un epitopo del
hapteno (formando parte el hapteno en este contexto del inmundgeno que no es agente de reticulacion o accm). Los
epitopos a menudo son grupos distintos que incorporan grupos funcionales.

En una realizacion preferida, los anticuerpos son anticuerpos policlonales. Sin embargo, el experto entendera que
puede usarse cualquier tipo de molécula de inmunoglobulina o fragmento de la misma, por ejemplo anticuerpos
monoclonales, fragmentos Fab, fragmentos scFv y cualquier otro fragmento de union a antigeno, encontrandose
todos ellos dentro del alcance de la presente invencion. Los anticuerpos policlonales pueden producirse mediante
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cualquier método conocido por los expertos en la técnica. Puede usarse cualquier animal huésped adecuado,
preferiblemente un animal mamifero por ejemplo, pero sin limitarse a oveja, conejo, ratdén, cobaya o caballo.
Ademas, los anticuerpos pueden estar en forma de antisueros policlonales.

Un aspecto adicional de la invencion es un método de ensayo de deteccion o determinacion de UR-144, XLR-11 y/o
metabolitos o derivados de los mismos en una muestra in vitro de un individuo o en una disolucién derivada de una
sustancia sospechosa de contener cannabinoides sintéticos, comprendiendo el método poner en contacto la muestra
o disolucién con al menos un agente de deteccion y al menos un anticuerpo de la invencion; detectar o determinar
elllos agente(s) de deteccion; y deducir a partir de una curva de calibracion la presencia de, o la cantidad de, UR-
144, XLR-11 o metabolitos en la muestra o disolucion.

“Detectar” tal como se denomina en el presente documento significa analizar cualitativamente para determinar la
presencia o ausencia de una sustancia, mientras que “determinar’ significa analizar cuantitativamente para
determinar la cantidad de una sustancia. El agente de deteccidon es una molécula pequefia (generalmente de
estructura similar a una molécula que va a detectarse), conjugada con un agente de marcaje que puede unirse a uno
de los anticuerpos de la invencién. En ocasiones, el agente de deteccion puede denominarse el conjugado. El
agente de marcaje se selecciona de una enzima, una sustancia luminiscente, una sustancia radiactiva, o una mezcla
de las mismas. Preferiblemente, el agente de marcaje es una enzima, preferiblemente una peroxidasa, lo mas
preferiblemente peroxidasa de rabano (HRP). Alternativa o adicionalmente, la sustancia luminiscente puede ser un
material bioluminiscente, quimioluminiscente o fluorescente. Para los fines de la invencion, la muestra del paciente
que va a usarse para el analisis in vitro puede ser cabello o fluido biolégico periférico, pero preferiblemente es
sangre completa, suero, plasma u orina.

Preferiblemente, el conjugado o agente de deteccién usado en los inmunoensayos de la presente invencion es de la
estructura Il:

CH
° CHs
O
CHs

\ CHs
\

)|(

Y Estructura Il

en la que X es un grupo espaciador organico e Y es un agente de marcaje que puede detectarse.

Preferiblemente, el grupo espaciador organico X es - Q-Z-, en el que Z, unido a N, es un grupo de reticulacion
seleccionado de un resto alquileno Cs-C4o, preferiblemente C4-Cs, saturado o insaturado, de cadena lineal o
ramificada, sustituido o no sustituido y Q es, antes de la conjugacion con Y, un acido carboxilico o un éster del
mismo, un aldehido, un grupo amino, una maleimida, un acido halocarboxilico o un éster del mismo, un resto
ditiopiridilo, un resto vinilsulfona, un acido tiocarboxilico o un éster del mismo.

Preferiblemente, el agente de marcaje es peroxidasa de rabano (HRP). Pueden usarse otros agentes de marcaje
convencionales seleccionados de una enzima, tal como peroxidasa, una sustancia luminiscente, una sustancia
radiactiva o una mezcla de las mismas.

Segun una realizacion preferida de la invencion, X de estructura (ll) es acido pentanoico e Y es peroxidasa de
rabano (HRP).

En un inmunoensayo preferido de la presente invencién, se proporciona un método de inmunoensayo para la
deteccion o la determinacion de UR-144, acido pentanoico de UR-144, N-pentanol de UR-144, desalquil-UR-144 o
XLR-11 y/o metabolitos o derivados de los mismos en una muestra, que comprende las etapas de proporcionar una
mezcla de la muestra, un anticuerpo de la invencién y un conjugado o agente de deteccién de la invencion; permitir
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que el anticuerpo se una al conjugado y UR-144, acido pentanoico de UR-144, N-pentanol de UR-144, desalquil-UR-
144 o XLR-11 y/o metabolitos o derivados de los mismos presentes en la muestra; y detectar la presencia de o medir
la cantidad de conjugado unido al anticuerpo, indicando la presencia o la cantidad de conjugado la presencia o la
cantidad de UR-144, acido pentanoico de UR-144, N-pentanol de UR-144, desalquil-UR-144 o XLR-11 y/o
metabolitos o derivados de los mismos en la muestra.

Opcionalmente, el inmunoensayo de la presente invencion también puede detectar o determinar el analogo N-(5-
bromopentilo) de UR-144, analogo N-(5-cloropentilo) de UR-144, N-(5-hidroxipentil)-3-D-glucurénido de UR-144,
isdomero N-(4-fluoropentilo) de XLR-11, isomero N-(3-fluoropentilo) de XLR-11, isémero N-(2-fluoropentilo) de XLR-
11, metabolito N-(4-hidroxipentilo) de XLR-11, analogo N-(4-pentenilo) de XLR-11, AB-005, AB-796260, A-834735,
isdbmero de azepano de AB-005, y compuesto de degradacion de XLR-11.

Otro aspecto de la invencién es un kit para detectar o determinar UR-144, XLR-11 o metabolitos en una muestra,
comprendiendo el kit al menos un anticuerpo y/o al menos un agente de deteccién de la invencion. El kit puede
comprender uno o0 mas anticuerpos de la invencién y uno o mas anticuerpos adicionales con diferentes
especificidades moleculares, es decir estos anticuerpos adicionales no se unen a los mismos epitopos estructurales
que los anticuerpos de la invencion. Los anticuerpos adicionales pueden detectar o determinar por ejemplo otras
familias de cannabinoides sintéticos tales como la familia JWH. Una disposicion de este tipo permite un enfoque de
multiplex para la deteccion o la determinacion de drogas. El experto en el campo del inmunodiagnéstico conocera
que varios formatos de inmunoensayo alternativos podrian incorporar los anticuerpos de la invenciéon o bien en
disolucion o bien unidos (por ejemplo unidos covalentemente o “no unidos” electrostaticamente a través de fuerzas
de van der Waals) a un sustrato sélido tal como perlas, portaobjetos de vidrio/plastico o un chip (un chip definido
como un sustrato plano, pequefio). Un sustrato sélido preferido sobre el que se unen covalentemente anticuerpos de
la presente invencion es un chip, lo mas preferiblemente un chip de ceramica. Un chip de este tipo con anticuerpos
unidos puede denominarse un “biochip” tal como se describe en el documento EP1273349, incorporado en el
presente documento como referencia en su totalidad. Por tanto, la invenciéon también proporciona un biochip que
comprende anticuerpos de la presente invencion para la deteccion y/o la determinacion de UR-144, XLR-11 y
metabolitos/moléculas relacionadas.

Segun una realizacion preferida, se proporciona un kit que comprende un anticuerpo de la invencion.

Opcionalmente, puede comprender adicionalmente el conjugado de estructura Il

CH
° CHs
O
CHs

\ CHs
\

)|(

Y Estructura Il

en la que X es un grupo espaciador organico e Y es un agente de marcaje detectable tal como se describid
anteriormente para la estructura Il.

Todavia opcionalmente, el kit puede comprender el anticuerpo de la invencién que puede unirse a al menos un
epitopo de un analito seleccionado de UR-144, acido pentanoico de UR-144, N-pentanol de UR-144, desalquil-UR-
144, XLR-11 y/o metabolitos o derivados de los mismos.

Métodos y ejemplos

Metodologia general

Preparacioén de haptenos, inmunégenos y agentes de deteccion
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Aunque los haptenos proporcionan epitopos estructurales definidos, no son por si mismos inmundgenos y por tanto
necesitan conjugarse con materiales portadores, lo que provocara una respuesta inmunogena cuando se
administran a un animal huésped. Los materiales portadores adecuados contienen comunmente segmentos de
poli(aminoacido) e incluyen polipéptidos, proteinas y fragmentos de proteinas. Ejemplos ilustrativos de materiales
portadores utiles son albumina sérica bovina (BSA), ovoalbumina de huevo, gammaglobulina bovina, tiroglobulina
bovina (BTG), hemocianina de lapa californiana (KLH), etc. Alternativamente, pueden emplearse poli(aminoacidos)
sintéticos que tienen un nimero suficiente de grupos amino disponibles, tales como lisina, asi como muchos otros
materiales poliméricos naturales o sintéticos que portan grupos funcionales reactivos. Ademas, pueden conjugarse
hidratos de carbono, levaduras o polisacaridos con el hapteno para producir un inmundgeno. Los haptenos también
pueden acoplarse a un agente de marcaje detectable tal como una enzima (por ejemplo, peroxidasa de rabano), una
sustancia que tenga propiedades fluorescentes o un marcador radiactivo para la preparacion de agentes de
deteccion para su uso en los inmunoensayos. La sustancia fluorescente puede ser, por ejemplo, un residuo
monovalente de fluoresceina o un derivado de la misma. La formacién de inmundgenos para la invencion descrita en
el presente documento implica quimica de conjugacion convencional. Para confirmar que se ha logrado la
conjugacion adecuada del hapteno con el material portador, antes de la inmunizaciéon se evalla cada inmundgeno
usando espectroscopia de masas de tiempo de vuelo con desorcidn/ionizacion por laser UV asistida por matriz
(MALDI-TOFMS).

Procedimiento general para analisis con MALDI-TOF de inmundégenos.

La espectrometria de masas MALDI-TOF puede realizarse usando un espectrémetro de masas de desorcién por
laser Voyager STR Biospectrometry Research Station acoplado con extraccion retardada. Puede diluirse una
alicuota de cada muestra que va a analizarse en acido trifluoroacético (TFA) acuoso al 0,1 % para crear 1 mg/ml de
disoluciones de muestra. Pueden analizarse alicuotas (1 pl) usando una matriz de acido sinapinico y albumina sérica
bovina (Fluka) como calibrador externo.

Preparacion de antisueros

Para generar antisueros policlonales, se preparan 2 mg de un inmundégeno de la presente invencion en PBS, se
mezclan a una razén del 50 % de inmundgeno en PBS con el 50 % de adyuvante completo de Freund (Sigma,
numero de producto —F5881) y se emulsiona haciendo pasar repetidamente la mezcla a través de una punta en el
extremo de una jeringa de 1 ml, hasta que alcanza la consistencia de semisdlido requerida. Entonces se inyecta 1 ml
de la mezcla en un animal huésped, tal como un conejo, oveja, ratdn, cobaya o caballo. Las ovejas son el animal
huésped preferido. Se administran inyecciones adicionales (de refuerzo) mensualmente (se prepara 1 mg de
inmundégeno en PBS y se mezcla a una razén del 50 % de inmundégeno en PBS con el 50 % de adyuvante
incompleto de Freund, Sigma, ndmero de producto —F5506) hasta que se logra el titulo requerido. Se toman
muestras de suero para la evaluacion del titulo de anticuerpos.

Brevemente, se recoge sangre aplicando presion en la vena yugular expuesta y se inserta una aguja hipodérmica
limpia de calibre 14 para extraer 500 ml de sangre por oveja, por gravedad. Se almacena la sangre a 37 °C durante
un minimo de una hora antes de que los coagulos se separen del lado de las botellas de centrifuga usando pipetas
de 1 ml desechables (aclarado). Se almacenan las muestras a 4 °C durante la noche.

Entonces se centrifugan las muestras a 4200 rpm durante 30 minutos a 4 °C. Se separa el suero y se centrifuga de
nuevo, a 10.000 rpm durante 15 minutos a 4 °C, antes de tomarse alicuotas y almacenarse a <-20 °C. Se extrae la
fraccion de inmunoglobulina (Ig) de los antisueros a través de la precipitacion de inmunoglobulina con acido
caprilico/sulfato de amonio.

Se evalua el titulo de anticuerpos recubriendo una placa de microtitulacién (Thermo Fisher Scientific NUNC, 468667)
con anticuerpo (125 pl/pocillo) en tampdn de recubrimiento (Tris 10 mM pH 8,5) a 37 °C durante dos horas. Entonces
se lava la placa cuatro veces durante 10 minutos con TBST a concentracion de trabajo. Se afiaden 50 pl de
muestra/patron (acido N-pentanoico de UR-144) a los pocillos apropiados por triplicado, seguido por 75 ul de
conjugado hapteno-HRP y se incuba a 25 °C durante una hora. Entonces se lava la placa y se afiaden 125 pl de
TMB (Randox Laboratories, 4380-15) a cada pocillo y se deja a temperatura ambiente durante 20 min en la
oscuridad. Se detiene la reaccion usando 125 pl de acido sulfarico 0,2 M. Se leen las absorbancias a 450 nm con un
lector de microplacas de ELISA (BIO-TEK Instruments, EIx800) y se calculan las medias. Entonces puede
determinarse la sensibilidad de los anticuerpos.

Cuando se ha logrado el titulo 6ptimo, se extrae sangre del animal huésped para producir un volumen adecuado de
antisuero especifico (en general esto da como resultado 20 extracciones de sangre en total, lograndose
aproximadamente 200 ml de antisuero por extraccion de sangre). El grado de purificacion de los anticuerpos
requerido depende de la aplicacién que se pretenda. Para numerosos fines, no hay requisito de purificacion; sin
embargo, en otros casos, tales como cuando el anticuerpo va a inmovilizarse sobre un soporte sélido, pueden
emprenderse etapas de purificacion para retirar material no deseado y eliminar unién no especifica.
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Si se requiere estan disponibles varias etapas de purificacion, incluyendo precipitacion de inmunoglobulina (tal como
se describio anteriormente), purificacion por afinidad especifica de antigeno, cromatografia de exclusion molecular y
cromatografia de intercambio iénico.

Desarrollo del inmunoensayo

El procedimiento para desarrollar un inmunoensayo lo conoce bien el experto en la técnica. Brevemente, para un
inmunoensayo competitivo en el que el analito diana es una molécula no inmunoégena tal como un hapteno, se
realiza el siguiente procedimiento: se producen anticuerpos inmunizando un animal, preferiblemente un animal
mamifero, mediante la administracion repetida de un inmunégeno. Se recoge el suero del animal inmunizado cuando
el titulo de anticuerpos es suficientemente alto. Se afiade un agente de deteccion a una muestra que contiene el
analito diana y los anticuerpos producidos, y el agente de deteccion y el analito compiten por unirse a los
anticuerpos. El procedimiento puede comprender fijar dichos anticuerpos séricos a un sustrato de soporte tal como
un soporte sélido de poliestireno o un chip de ceramica. Los anticuerpos pueden ser anticuerpos policlonales o
monoclonales.

Esto puede llevarse a cabo usando un formato basado en ELISA tal como se describié anteriormente para medir el
titulo de anticuerpos o como un formato basado en biochip. Detalles de como se fijan los anticuerpos al biochip se
describen en FitzGerald, S. P. et al, Clin. Chem. 51(7); 1165-1176; 2005. La sefial emitida en el inmunoensayo es
proporcional a la cantidad de agente de deteccion unido a los anticuerpos, que a su vez es inversamente
proporcional a la concentracion de analito. La sefial puede detectarse o cuantificarse por comparacién con un
calibrador.

Ejemplos
(Los numeros en negrita se refieren a estructuras en la figura 2 o la figura 3)

Ejemplo 1: Preparacién de N-desalquil-UR-144 2

Se disolvié indol 1 (11,7 g, 100 mmol) en dietil éter (100 ml) bajo atmdsfera de nitrégeno y se enfrié hasta 0 °C. Se
afiadié gota a gota una disoluciéon de MeMgBr 3 M (35 ml, 105 mmol) y se permitid6 que se agitara a temperatura
ambiente durante tres horas. Mientras, se disolvidé acido 2,2,3,3-tetrametilciclopropanocarboxilico (14,22 g, 100
mmol) en cloruro de tionilo (100 ml) y se sometié a reflujo durante 90 min, entonces se retiré el disolvente a vacio y
se disolvié el residuo en dietil éter (100 ml). Se afiadié gota a gota la disolucion resultante a la mezcla de reaccién de
indol a 0 °C y entonces se permitid6 que se agitara a temperatura ambiente durante dos horas. Se afadié una
disolucion de cloruro de amonio (200 ml) a la mezcla de reaccion y se agitd la mezcla resultante a temperatura
ambiente durante la noche. Se extrajo la mezcla de reaccion con acetato de etilo (3 x 200 ml). Se lavaron los
extractos organicos combinados con agua, salmuera, se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se evaporaron
hasta sequedad. Se purificd la mezcla en bruto obtenida mediante cromatografia en columna (gel de silice: acetato
de etilo al 10-30 % en hexano) para dar 8,6 g (36 %) de N-desalquil-UR-144 2 como un sélido de color crema.

Ejemplo 2: Preparacion de éster etilico de acido N-pentanoico de UR-144 3

Se suspendié hidruro de sodio al 60 % en aceite mineral (597 mg, 12,43 mmol) en dimetilformamida (25 ml) y se
afiadio N-desalquil-UR-144 2 (3 g, 5,54 mmol) en porciones a temperatura ambiente y se agité la mezcla durante 30
min adicionales a temperatura ambiente una vez terminada la adicion. Se afiadié gota a gota 5-bromovalerato de
etilo (2,95 ml, 18,65 mmol) en dimetilformamida (10 ml) a temperatura ambiente y se agit6é la mezcla de reaccion a
temperatura ambiente durante la noche. Se retiraron los disolventes a vacio y se repartio el residuo entre acetato de
etilo (200 ml) y agua (150 ml). Se separaron las fases y se extrajo la fase acuosa dos veces con acetato de etilo
(2x100 ml). Se combinaron todas las fases organicas, se lavaron con agua, salmuera, se secaron sobre sulfato de
sodio y se evaporaron hasta sequedad. Se purifico el residuo obtenido mediante cromatografia en columna (gel de
silice, acetato de etilo al 20 % en hexano) para dar 3,68 g (80 %) de éster etilico de acido N-pentanoico de UR-144 3
como un aceite.

Ejemplo 3: Preparacién de acido N-pentanoico de UR-144 4 (hapteno-1)

Se disolvié éster etilico de acido N-pentanoico de UR-144 3 (3,68 g, 9,96 mmol) en una mezcla de tetrahidrofurano
(30 ml) y agua (30 ml), a esta disolucién se le afiadié hidréxido de potasio (1,31 g, 19,92 mmol). Se agit6 la mezcla
de reaccion a temperatura ambiente durante la noche. Se retird el disolvente a vacio, se acidificé el residuo hasta pH
3 y se extrajo tres veces con una mezcla 1:1 de acetato de etilo:tetrahidrofurano (3x100 ml). Se combinaron las
fracciones organicas, se lavaron con agua, se secaron sobre sulfato de sodio y se evaporaron hasta sequedad. Se
purifico el residuo mediante cromatografia en columna (gel de silice, acetato de etilo) para dar 2,5 g (74 %) de acido
N-pentanoico de UR-144 4 (hapteno-1) como un sélido de color blanco.

RMN 13C (DMSO-d6): 194,358; 175,099; 137,218; 136,515; 126,696; 123,407; 122,688; 122,467; 119,337;
111,301; 46,633; 42,949; 33,968; 31,643; 29,902; 24,499 (2C); 22,646 y 17,913 (2C).
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Ejemplo 4: Preparacién de HCTL de acido N-pentanoico de UR-144 5 (hapteno-2)

A una disolucién de acido N-pentanoico de UR-144 4 (hapteno-1) (355 mg, 1,02 mmol) en piridina (5 ml) se le
afiadieron clorhidrato de homocisteina-tiolactona (235 mg, 1,53 mmol) y clorhidrato de EDC (293 mg, 1,53 mmol) y
se agité la mezcla a temperatura ambiente durante la noche. Se retird el disolvente a vacio y se repartio el residuo
en bruto entre agua (10 ml) y acetato de etilo (25 ml). Se separaron las fases y se extrajo la fase acuosa con acetato
de etilo (2x25 ml). Se combinaron todas las fases organicas, se lavaron con agua, salmuera, se secaron sobre
sulfato de sodio y se evaporaron hasta sequedad. Se purificd la mezcla en bruto obtenida mediante cromatografia
(gel de silice: acetato de etilo al 50 %-80 % en hexano) para dar HCTL de acido N-pentanoico de UR-144 5§
(hapteno-2) (354 mg, 78 %) como un soélido amorfo de color crema.

Ejemplo 5: Conjugacién de acido N-pentanoico de UR-144 4 (hapteno-1) con BSA

A una disolucion de acido N-pentanoico de UR-144 4 (hapteno-2) (13,0 mg, 0,038 mmol) en dimetilformamida (DMF)
(1,0 ml) se le anadié N, N-diciclohexilcarbodiimida (DCC) (8,53 mg, 0,041 mmol) y N-hidroxisuccinimida (4,76 mg,
0,041 mmol) y se agité la mezcla a temperatura ambiente durante la noche. Se retir6 la diciclohexilurea formada
mediante filtracion y se afiadio la disolucion gota a gota a una disolucién de BSA (50 mg, 1,5 umol) en disolucion de
bicarbonato de sodio 50 mM (pH 8,5) (5 ml). Entonces se agité la mezcla durante la noche a 4 °C. Entonces se
dializé la disolucion frente a tampén fosfato 50 mM pH 7,2 (tres cambios) durante 24 horas a 4 °C y se liofilizo.

Los resultados de MALDI mostraron que 21,2 moléculas de hapteno—1 se habian conjugado con una molécula de
BSA.

Ejemplo 6: Conjugacion de acido N-pentanoico de UR-144 4 (hapteno-1) con BTG

A una disolucion de acido N-pentanoico de UR-144 4 (hapteno-1) (46,1 mg, 0,135 mmol) en dimetilformamida (DMF)
(1,0 ml) se le afadio N,N-diciclohexilcarbodiimida (DCC) (33,4 mg, 0,162 mmol) y N-hidroxisuccinimida (18,64 mg,
0,162 mmol) y se agitd la mezcla a temperatura ambiente durante la noche. Se retir6 la diciclohexilurea formada
mediante filtracion y se anadid la disolucion gota a gota a una disolucion de BTG (150 mg) en disolucion de
bicarbonato de sodio 50 mM (pH 8,5) (5 ml). Entonces se agité la mezcla durante la noche a 4 °C. Entonces se
dializé la disolucion frente a tampén fosfato 50 mM pH 7,2 (tres cambios) durante 24 horas a 4 °C y se liofilizo.

Ejemplo-7: Conjugacion de acido N-pentanoico de UR-144 4 (hapteno-1) con HRP

Se disolvio clorhidrato de EDC (10 mg) en agua (0,5 ml) y se afiadié inmediatamente a una disolucion de acido N-
pentanoico de UR-144 4 (hapteno-1) (2 mg) en dimetilformamida (DMF) (0,2 ml). Tras mezclar, se afadio esta
disolucion gota a gota a una disolucién de HRP (20 mg) en agua (1 ml). Se afiadio sulfo-NHS (5 mg) y se incubd la
mezcla de reaccién en la oscuridad a temperatura ambiente durante la noche. Se retiré el hapteno en exceso con
columnas PD-10 dobles (Pharmacia) en serie, preequilibradas con PBS a pH 7,2. Entonces se dializ6 el conjugado
hapteno-HRP durante la noche frente a 10 | de PBS a pH 7,2 a 4 °C.

Ejemplo 8: Conjugacién de HCTL de &acido N-pentanoico de UR-144 5 (hapteno-2) con HRP modificado con
maleimida

Se afadié una disolucién de éster de NHS de acido p-maleimidometilciclohexil-1-carboxilico (1,84 mg) en
dimetilformamida (DMF) (0,045 ml) gota a gota a una disoluciéon de HRP (20 mg) en tampén HEPES 50 mM (0,8 ml)
mientras se agitaba. Y entonces se agit6 la disolucion resultante a temperatura ambiente durante 40 minutos. Se
retir6 el éster de NHS de acido p-maleimidometilciclohexil-1-carboxilico en exceso mediante didlisis frente a solucién
salina tamponada con fosfato, pH 7,2 en la oscuridad.

Se disolvi6 HCTL de acido N-pentanoico de UR-144 (hapteno-2) (2 mg) en dimetilformamida (DMF) (0,2 ml). Se
afadieron 0,2 ml de hidroxido de potasio 1 M a la disolucién de hapteno anterior y se agitdé la mezcla durante 10
minutos a temperatura ambiente. Y entonces se afiadieron 0,5 ml de tampdn fosfato 0,2 M, pH 7,0 para extinguir la
reaccion; se afiadieron 0,15 ml de disolucién de HCI (1 M) para llevar el pH a 7,0. Se afadi6 esta disolucion gota a
gota a la disolucion de HRP modificada con maleimida y se removié la mezcla durante dos horas a TA y durante la
noche a 4 °C. Se retird el hapteno en exceso con una columna PD-10 (Pharmacia), preequilibrada con solucion
salina tamponada con fosfato pH 7,2, seguido por dialisis a 2-8 °C frente al mismo tampon.

Ejemplo 9 — Caracterizacion de anticuerpos frente a inmundégenos | vy I

Se recubrieron los pocillos de una placa de microtitulacién de poliestireno de 96 pocillos de unién potenciada con
una fraccion de IgG de antisuero producido frente al inmunogeno | 6 Il, diluida en Tris 10 mM, pH 8,5 (125 pl/pocillo).
Se determiné la dilucién de recubrimiento de anticuerpos apropiada usando técnicas en damero de ELISA
convencionales. Se incubd la placa durante la noche a 4 °C, se lavé cuatro veces durante 10 minutos con solucion
salina tamponada con Tris que contenia Tween20 (TBST) y se secd golpeandola suavemente. Se aplicaron
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disoluciones patrén (acido N-pentanoico de UR-144) a 0, 0,625, 1,25, 2,5, 5, 10, 20 y 40 ng/ml y se afiadieron 50 pl
de cada una a los pocillos apropiados. Se afiadieron 75 ul de conjugado (hapteno-HRP apropiado) diluido en tampdn
Tris (pH 7,2) que contenia EDTA, D-manitol, sacarosa, timerosal y BSA, a cada uno de los pocillos. También se
determiné la dilucion apropiada de conjugado usando técnicas en damero de ELISA convencionales. Se incubd la
placa a 25 °C durante una hora. Se retird el conjugado no unido en exceso lavando seis veces a lo largo de un
periodo de 10 minutos con TBST. Se afiadieron 125 pl de disolucion de sustrato de tetrametilbencidina (TMB) a cada
pocillo de la placa que entonces se incubé durante 20 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente. Se terminé
la reaccidon mediante la adicién de 125 ul de H.SO4 0,2 M a cada pocillo. Entonces se midio la absorbancia a 450 nm
usando un lector de placas de microtitulacién. Se introdujeron los datos en un programa informatico llamado “KC
Junior” (Biotek). Esto da una curva de ajuste de cuatro parametros y permite el calculo de concentraciones entre las
series convencionales. Este programa se usa para calcular los valores de Clsg dividiendo el valor de densidad 6ptica
(DO) de 0 ng/ml entre 2 y obteniendo el valor de concentracion a partir de la curva para esta DO.

Se calculé la reactividad cruzada segun la siguiente formula:

% de RC=C|50, acido N-pentanoico de UR-144/C|50, reactivo cruzado X1 00

donde % de RC es el porcentaje de reactividad cruzada, Clso, acido N-pentancico de UR-144 €S la concentraciéon de acido N-
pentanoico de UR-144 que produce un desplazamiento de sefial del 50 % y Clso, reactivo cruzado €S la concentracion de
cannabinoide/metabolito/molécula seleccionada que produce un desplazamiento de sefal del 50 %.

En la tabla 1 se presentan los datos generados a partir de este ensayo usando antisuero producido frente a
inmunogeno |.

El antisuero usado para generar estos datos se tom6 de la segunda extracciéon de sangre de hasta 20 extracciones
de sangre en total que pueden realizarse y por tanto se prevé que mejore la sensibilidad del anticuerpo a partir de
extracciones de sangre posteriores.

Tabla 1 — Caracterizacion de anticuerpos usando antisuero producido frente a inmunégeno | y agente de deteccion
derivado de hapteno 1 en un formato de ensayo competitivo (RC basada en el 100 % para acido N-pentanoico de
UR-144).

Analito % de
% de B/BO Clso (ng/ml) reactividad
cruzada (RC)

Acido N-pentanoico de UR-144 16,8 3,484 100

UR-144 40,5 22,815 15,3
N-pentanol de UR-144 13,0 3,191 109,2
Desalquil-UR-144 38,5 19,207 18,1

XLR-11 24,0 9,454 36,9

B = absorbancia a 450 nm a concentracion patrén x ng/ml
Bo = absorbancia a 450 nm a concentracion patron 0 ng/ml
Clsp = concentracion patron que produce el 50 % de B/By

Reactividad cruzada

Para determinar la especificidad de los ELISA competitivos, se prepararon disoluciones patréon de una variedad de
cannabinoides sintéticos relacionados estructuralmente y sus metabolitos en TBST (solucién salina tamponada con
Tris y Tween 20). Usando las curvas de calibraciéon generadas y empleando un Unico nivel de reactivos cruzados, se
usaron éstos para determinar la reactividad cruzada de los inmunoensayos con estas sustancias. Los resultados de
este estudio se presentan en la tabla 2. La tabla 3 muestra la identidad de los compuestos usados.

Tabla 2 — Reactividad cruzada de los ELISA competitivos para moléculas de cannabinoide sintético relacionadas

0,
Reactivo cruzado (100 ng/mi) % de B/BO Clso (ng/ml) Teactividad
cruzada (RC)
JWH-081 97,10 >100 <3,0
JWH-122 97,01 >100 <3,0
JWH-098 93,94 >100 <3,0
JWH-022 91,83 >100 <3,0
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JWH-398 88,86 >100 <3,0
JWH-210 95,89 >100 <3,0
6-Hidroxiindol de JWH-018 93,92 >100 <3,0
5-Hidroxiindol de JWH-018 94,61 >100 <3,0
Metabolito N-(5-hidroxipentilo) de JWH-018 87,56 >100 <3,0
RCS 4 80,02 >100 <3,0
RCS 8 88,15 >100 <3,0
AM1220 73,59 >100 <3,0
AM2201 85,58 >100 <3,0
AMG694 79,00 >100 <3,0
AM1241 77,96 >100 <3,0
JWH-015 89,77 >100 <3,0
JWH-200 86,38 >100 <3,0
JWH-073 90,44 >100 <3,0
JWH-019 87,30 >100 <3,0
JWH-018 87,89 >100 <3,0
JWH-250 85,90 >100 <3,0
Metabolito N-(carboxibutilo) de JWH-018 89,14 >100 <3,0

Tabla 3 - Identidad de reactivos cruzados mediante nimero de registro de CAS

Reactivo cruzado Numero de registro
de CAS
JWH-081 210179-46-7
JWH-122 619294-47-2
JWH-098 316189-74-9
JWH-022 209414-16-4
JWH-398 1292765-18-4
JWH-210 824959-81-1
Metabolito 6-hidroxiindol de JWH-018 1307803-44-6
Metabolito 5-hidroxiindol de JWH-018 1307803-43-5
Metabolito N-(5-hidroxipentilo) de JWH-018 335161-21-2
RCS-4 1345966-78-0
RCS-8 1345970-42-4
AM1220 137642-54-7
AM2201 335161-24-5
AM694 335161-03-0
AM1241 444912-48-5
JWH-015 155471-08-2
JWH-200 103610-04-4
JWH-073 208987-48-8
JWH-019 209414-08-4
JWH-018 209414-07-3
JWH-250 864445-43-2
Metabolito N-(carboxibutilo) de JWH-018 ND

ND=no disponible
Ejemplo 10
Se llevo a cabo un ensayo adicional segun el protocolo descrito en el ejemplo 9 usando el inmundégeno I.

En la tabla 4 se presentan los datos generados a partir de este ensayo usando antisuero producido frente a
inmunogeno |.
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El antisuero usado para generar estos datos se tomo de la tercera extraccidon de sangre de hasta 20 extracciones de

sangre en total que pueden realizarse.

ESPECIFICIDAD

5
Tabla 4 — La especificidad de los cannabinoides sintéticos UR144/XLR11 (Spice) mediante ELISA:
Reactividad cruzada de los compuestos cannabinoides sintéticos UR144/XLR11
Compuesto % de reactividad cruzada
Acido N-pentanoico de UR144 100
A-834735 111
Metabolito N-(5-hidroxipentilo) de UR144 110
Metabolito N-(4-hidroxipentilo) de UR144 107
A-796260 88
N-(5-hidroxipentil)-B-D-glucurénido de UR144 81
AB-005 47
XLR11 29
Isémero N-(3-fluoropentilo) de XLR11 29
Analogo N-(4-pentenilo) de XLR11 26
UR144 19
Isémero N-(2-fluoropentilo) de XLR11 16
Analogo N-(5-bromopentilo) de UR144 15
Analogo N-(5-cloropentilo) de UR144 13
Desalquil-UR144 13
Analogo N-(heptilo) de UR144 6
Compuesto de degradacion de XLR11 3
Compuesto de degradacion de UR144 2
Metabolito N-(4-hidroxipentilo) de XLR11 2
STS135 <1
Analogo N-(5-fluoropentilo) de AKB48 <1
AKB48 <1
AM-1248 <1
3-Carboxiindol de PB-22 <1
Tabla 5 - Concentracion de compuestos que provocan una respuesta negativa en estudios de reactividad
10 cruzada
Compuesto ng/ml
Adamantilcarboxamida de JWH-018 10
Adamantil-JWH-018 (AB001) 100
Acido N-pentanoico de AB0OO1 100
N-pentanol de AB001 100
N-desalquilo-AB001 100
2-OH-JWH-018 (metabolito 2-hidroxiindol de JWH-018) 100
4-OH-JWH-018 (metabolito 4-hidroxiindol de JWH-018) 100
5-OH-JWH-018 (metabolito 5-hidroxiindol de JWH-018) 100
6-OH-JWH-018 (metabolito 6-hidroxiindol de JWH-018) 100
7-OH-JWH-018 (metabolito 7-hidroxiindol de JWH-018) 100
N-desalquilo-JWH-018 (otro nombre (3-(1-naftoil)indol) 100
Metabolito N-(4-hidroxipentil) de JWH-018 (otro nombre 1-(4- | 100
hidroxipentil)-1H-indol-3-il(naftalen-1-il)-metanona)
Metabolito N-(5-hidroxipentil) de JWH-018 (otro nombre 1-(5- | 100
hidroxipentil)-1H-indol-3-il(naftalen-1-il)metanona)
Metabolito acido N-pentanoico de JWH-018 (otro nombre 5-(acido | 100
3-(1-naftil)-1H-indol-1-il)pentanoico)
JWH-073 100
2-OH-JWH-073 (metabolito 2-hidroxiindol de JWH-073) 100
4-OH-JWH-073 (metabolito 4-hidroxiindol de JWH-073) 100
5-OH-JWH-073 (metabolito 5-hidroxiindol de JWH-073) 100
6-OH-JWH-073 (metabolito 6-hidroxiindol de JWH-073) 100
7-OH-JWH-073 (metabolito 7-hidroxiindol de JWH-073) 100
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Metabolito N-(3-hidroxibutilo) de JWH-073 (otro nombre 1-(3- | 100
hidroxibutil)-1H-indol-3-il(naftalen-1-il)metanona)

Metabolito N-(4-hidroxibutilo) de JWH-073 (otro nombre 1-(4- | 100
hidroxibutil)-1H-indol-3-il(naftalen-1-il)metanona)

Metabolito acido N-butanoico de JWH-073 (otro nombre acido 4-(3- | 100
(1-naftil)-1H-indol-1-il)butanoico)

JWH-015 100
Metabolito 5-hidroxiindol de JWH-019 (JWH-019-M2) 100
JWH-022 100
JWH-081 100
Metabolito N-(5-hidroxipentilo) de JWH-081 100
JWH-098 100
JWH-122 100
JWH-200 (otro nombre WIN 55,225) 100
JWH-250 100
Metabolito N-(5-hidroxipentilo) de JWH-250 100
Metabolito N-(5-carboxipentilo) de JWH-250 100
JWH-398 100
AM-694 100
AM-1241 100
AM-2201 100
RCS-4 100
RCS-8 (SR-18) 100
Analogo N-(5-fluoropentilo) de AKB48 100
STS135 100

16




10

15

20

25

30

ES 2610471 T3

REIVINDICACIONES

Anticuerpo que puede unirse a al menos un epitopo que tiene la formula general (1) :

CH
° CHs

CH3;
CH3;

N

\

R
(1

en la que, R es H o una cadena hidrocarbonada C-Cs sustituida o no sustituida, y el anticuerpo no muestra
union significativa a JWH-098, JWH-022, JWH-398, JWH-210, el metabolito 6-hidroxiindol de JWH-018, el
metabolito 5-hidroxiindol de JWH-018, el metabolito N-(5-hidroxipentilo) de JWH-018, RCS-4, RCS-8, AM-
1220, AM-2201, AM-694, AM-1241, JWH-015, JWH-200, JWH-073, JWH-019, JWH-018, JWH-250 y/o el
metabolito N-carboxibutilo de JWH-018.

Anticuerpo segun la reivindicacion 1, en el que R se selecciona de H, metilo sustituido, etilo sustituido,
propilo sustituido o no sustituido, butilo sustituido o no sustituido, pentilo sustituido o no sustituido o hexilo
sustituido o no sustituido.

Anticuerpo segun la reivindicacion 1, que puede unirse a al menos un epitopo de un analito seleccionado de
UR-144, acido pentanoico de UR-144, N-pentanol de UR-144, desalquil-UR-144, el metabolito N-(5-
hidroxipentilo) de UR-144, el metabolito N-(4-hidroxipentilo) de UR-144, el metabolito N-(5-hidroxipentil)-p-
D-glucurénido de UR-144, A-834735, A-796260 y XLR-11.

Anticuerpo segun la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo tiene una reactividad cruzada del 100 % con
acido pentanoico de UR-144 y una reactividad cruzada de mas del 10 % con UR-144, N-pentanol de UR-
144, desalquil-UR-144 y XLR-11.

Anticuerpo segun la reivindicacion 1 con una Clsg seleccionada de una o mas de al menos 3,484 ng/ml para
acido N-pentanoico de UR-144, 22,815 ng/ml para UR-144, 3,191 ng/ml para N-pentanol de UR-144,
19,207 ng/ml para desalquil-UR-144 y 9,454 ng/ml para XLR-11.

Anticuerpo segun la reivindicacion 1, producido contra un inmundgeno, en el que el inmunégeno comprende
la férmula (1) conjugado con un material portador que confiere antigenicidad (accm):
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CH
® CHs

CH3
CH3;

(1

en la que, R es H o una cadena hidrocarbonada C-Cs sustituida o no sustituida, y el anticuerpo puede
unirse a un epitopo de un analito seleccionado de UR-144, acido pentanoico de UR-144, N-pentanol de UR-
144, desalquil-UR-144, el metabolito N-(5-hidroxipentilo) de UR-144, el metabolito N-(4-hidroxipentilo) de
UR-144, el metabolito N-(5-hidroxipentil)-3-D-glucurénido de UR-144, A-834735, A-796260 y XLR-11.

Anticuerpo segun la reivindicacion 6, en que el material portador que confiere antigenicidad (accm) se
selecciona de albumina sérica bovina (BSA), ovoalbumina de huevo, gammaglobulina bovina, tiroglobulina
bovina (BTG), hemocianina de lapa californiana (KLH), poli(aminoacidos) sintéticos que tienen un ndmero
suficiente de grupos amino disponibles, lisina, y materiales poliméricos naturales o sintéticos que portan
grupos funcionales reactivos.

Anticuerpo segun la reivindicacion 6, que puede derivarse de un inmundgeno que consiste en o bien acido
N-pentanoico de UR-144 o bien HCTL de acido N-pentanoico de UR-144 conjugado con un material
portador que confiere antigenicidad.

Método de inmunoensayo para detectar o cuantificar UR-144, acido pentanoico de UR-144, N-pentanol de
UR-144, desalquil-UR-144, el metabolito N-(5-hidroxipentilo) de UR-144, el metabolito N-(4-hidroxipentilo)
de UR-144, el metabolito N-(5-hidroxipentil)-B-D-glucurénido de UR-144, A-834735, A-796260 y/o XLR-11
en una muestra, comprendiendo el método las etapas de

a. proporcionar una mezcla de la muestra, un anticuerpo segun la reivindicaciéon 1 y un conjugado de

estructura Il
CH
° CHs
O
CHs

\ CHs
N\

)|(

Y Estructura Il

en la que

X es un grupo espaciador organico e Y es un agente de marcaje que puede detectarse;
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b) permitir que el anticuerpo se una al conjugado y a cualquiera de UR-144, acido pentanoico de UR-144,
N-pentanol de UR-144, desalquil-UR-144, el metabolito N-(5-hidroxipentilo) de UR-144, el metabolito N-(4-
hidroxipentilo) de UR-144, el metabolito N-(5-hidroxipentil)-B-D-glucurénido de UR-144, A-834735, A-
796260 y XLR-11 presentes en la muestra; y

c) detectar la presencia de o medir la cantidad de conjugado unido al anticuerpo, indicando la presencia o la
cantidad de conjugado la presencia o la cantidad de UR-144, acido pentanoico de UR-144, N-pentanol de
UR-144, desalquil-UR-144, el metabolito N-(5-hidroxipentilo) de UR-144, el metabolito N-(4-hidroxipentilo)
de UR-144, el metabolito N-(5-hidroxipentil)-B-D-glucurénido de UR-144, A-834735, A-796260 y XLR-11 en
la muestra.

Método de inmunoensayo segun la reivindicacion 9, en el que X de la estructura Il es - Q-Z-, en el que Z,
unido a N, es un grupo de reticulacion seleccionado de un resto alquileno C4-Cyo, preferiblemente C4-Cs,
saturado o insaturado, de cadena lineal o ramificada, sustituido o no sustituido; y Q es (antes de la
conjugacion con Y) un acido carboxilico o un éster del mismo, un aldehido, un grupo amino, una maleimida,
un acido halocarboxilico o un éster del mismo, un resto ditiopiridilo, un resto vinilsulfona, un acido
tiocarboxilico o un éster del mismo.

Método de inmunoensayo para detectar o cuantificar UR-144, acido pentanoico de UR-144, N-pentanol de
UR-144, desalquil-UR-144, el metabolito N-(5-hidroxipentilo) de UR-144, el metabolito N-(4-hidroxipentilo)
de UR-144, el metabolito N-(5-hidroxipentil)-B-D-glucurénido de UR-144, A-834735, A-796260 y/o XLR-11
en una muestra, comprendiendo el método las etapas de

b. proporcionar una mezcla de la muestra, un anticuerpo segun la reivindicacién 6 y un conjugado de

estructura Il
CH
° CHs
O
CHs

\ CHs
N\

)|(

Y Estructura Il

en la que X es un grupo espaciador organico e Y es un agente de marcaje que puede detectarse;

b) permitir que el anticuerpo se una al conjugado y a cualquiera de UR-144, acido pentanoico de UR-144,
N-pentanol de UR-144, desalquil-UR-144, el metabolito N-(5-hidroxipentilo) de UR-144, el metabolito N-(4-
hidroxipentilo) de UR-144, el metabolito N-(5-hidroxipentil)-B-D-glucurénido de UR-144, A-834735, A-
796260 y/o XLR-11 presentes en la muestra; y

c) detectar la presencia de o medir la cantidad de conjugado unido al anticuerpo, indicando la presencia o la
cantidad de conjugado la presencia o la cantidad de UR-144, acido pentanoico de UR-144, N-pentanol de
UR-144, desalquil-UR-144, el metabolito N-(5-hidroxipentilo) de UR-144, el metabolito N-(4-hidroxipentilo)
de UR-144, el metabolito N-(5-hidroxipentil)-B-D-glucurénido de UR-144, A-834735, A-796260 y/o XLR-11
en la muestra.

Método de inmunoensayo segun la reivindicacion 11, en el que X de la estructura Il es - Q-Z-, en el que Z,
unido a N, es un grupo de reticulacion seleccionado de un resto alquileno C4-Cyo, preferiblemente C4-Cs,
saturado o insaturado, de cadena lineal o ramificada, sustituido o no sustituido; y Q es (antes de la
conjugacion con Y) un acido carboxilico o un éster del mismo, un aldehido, un grupo amino, una maleimida,
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un acido halocarboxilico o un éster del mismo, un resto ditiopiridilo, un resto vinilsulfona, un acido
tiocarboxilico o un éster del mismo.

Kit que comprende un anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 y opcionalmente un
conjugado de estructura Il.
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