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DESCRIPCION
Inmunoensayo mejorado para pirrolidinofenonas
Antecedentes de la invencion

Las catinonas sintéticas son una clase de drogas que han alcanzado popularidad a través de su uso como
estimulantes sintéticos. Al igual que los cannabinoides sintéticos se han comercializado bajo la apariencia de
‘incienso’, las catinonas sintéticas se venden comtinmente como ‘sales de bafio’ u ocasionalmente nutrientes para
plantas, repelente de insectos, limpiador de estanques y ambientador al vacio todos los cuales se efiquetan
frecuentemente como ‘no para consumo humano'. Estan disponibles en linea y de proveedores locales bajo una
variedad de nombres incluyendo Ola de marfil, Nube nueve, Cara cortada, Cielo de vainilla, Relampago banco,
Tormenta de nieve, Leopardo de las nieves, Paloma roja, Huracan Charlie, Grava y Seda azul. Las catinonas
sintéticas y sus derivados estan relacionados con el alcaloide natural catinona que se encuentra en la planta Khat,
Catha edulis y tiene propiedades moderadamente estimulantes.

Se usan para mimetizar los efectos de la cocaina y las anfetaminas y los efectos secundarios fisicos de estas drogas
incluyen taquicardia, hipertension, arritmias y convulsiones. También estan asociados con un rango de efectos
comportamentales y del estado mental incluyendo ataques de panico, ansiedad, paranoia, alucinaciones y
comportamiento agresivo o violento. También se han ligado varias muertes al uso de ‘sales de bafio' (Marinetti y
Antonides, 2013).

Desde su aparicién como drogas recreacionales, los gobiernos de todo el mundo han tomado acciones para
controlar estas sustancias. Por ejemplo, en 2010 el gobiemo del Reino Unido ordené una prohibicién amplia de
catinona sustituida en respuesta a informes crecientes del uso de mefedrona. El 21 de octubre de 2011, la
Administracién para el Control de Drogas en los Estados Unidos (DEA) finalizé la programacién temporal de
mefedrona, metilona y MDPV en la programacion | bajo el Acta de Sustancias Controladas, en julio de 2012 esto se
hizo permanente.

Después de la ilegalizacion de estos compuestos, surgié una segunda generacion de catinonas sintéticas incluyendo
alfa-pirrolidinopentiofenona (I-PVP). Entre abril y junio de! 2013, la I-PVP fue la droga mas prevalente en las
muestras que dieron positivo en el Panel de Sales de Bafio de los labs NMS (NMS labs, 2013). En algunos paises,
estas se encuentran bajo la legislacién actual como andlogos de compuestos prohibidos, pero en otros, tales como
los EEUU, se tuvieron que implementar otras prohibiciones. El 28 de enero de 2014. la DEA list6 temporalmente la I-
PVP junto con ofras 9 catinonas sintéticas como sustancias controladas bajo la Programacion |; 4-metil-N-
etilcatinona ("4-MEC"); 4-metil-aifapirrolidinopropiofenona ("4-MePPP"); 1-(1,3-benzodioxol-5-il)-2-(metilamino)butan-
1-ona ("butilona"); 2-(metilamino)-1-fenilpentan-1-ona ("pentedrona”); 1-(1,3-benzodioxal-5-il)-2-(metilamino)pentan-
1-ona ("pentilona”); 4-fluoro-N-metilcatinona ("4-FMC"); 3-fluoro-N-metilcatinona ("3-FMC"); 1-(naftalen-2-il)-2-
(pirrolidin-1-if)pentan-1-ona ("nafirona"); y alfa-pirrolidinobutiofenona ("a-PBP").

Un estudio sobre el metabolismo de I-PVP en ratas (Sauer et al., 2009) sugiri6 las siguientes rutas; hidroxilacién de
la cadena lateral seguida de deshidrogenacion a la cetona correspondiente; hidrogenacién de la posicién 2” del
anillo pirrolidina seguida de deshidrogenacion a la lactama correspondiente; degradacién del anillo pirrolidina a la
amina primaria correspondiente; hidroxilacion del anillo fenilo, Jo mas probablemente en la posicién 4'; apertura del
anillo del anillo pirrolidina al acido carboxilico correspondiente.

Los métodos analiticos actuales tienden a usar espectrometria de masa (MS) conjuntamente con cromatografia de
gases {(GC) o cromatografia liquida (L.C) (Sauer et. al, 2009; Marinetti y Antonides, 2013). Una desventaja de dichos
métodos de deteccioén es que requieren un equipamiento costoso y personal altamente entrenado. Por otra parte, se
sabe en la técnica que los inmunoensayos son alternativas relativamente rentables, simplistas y rapidas al analisis
basado en MS. La patente europea nimero EP2626358 proporciona un inmunoensayo para detectar
pirrolidinofenonas incluyendo MDPBP, nafirona, MPVP, MDPV y MDPPP con una reactividad cruzada muy baja
frente a alfa-PVP. Los anticuerpos en EP2626358 se caracterizan por tener un valor Clso mayor de 20 ng/ml para
cada una de las pirrolidinofenonas frente a las que se muestra reactividad cruzada. Permanece una necesidad de un
inmunoensayo genérico mejorado que no sea solo mas sensible para un rango de compuestos basados en
pirrolidinofenona encontrados actualmente en drogas incautadas, sino que también pueda detectar analogos y
derivados que puedan abrirse paso en el mercado en el futuro de manera que se permitan mejoras en los ensayos
de toxicologia forense y clinica de la ingesta de estas drogas de disefio en constante evolucién.

Referencias

Sauer, C. et al. J. Mass. Spectrom. (2009); 44(6), 952-964.

Marinetti, L.J y Antonides, H.M. J.Anal. Toxicol. (2013); 37(3), 135-146.

Immunoassay: A practical guide, por Brian Law, Taylor y Francis Ltd, ISBN 0-203-48349-9.
FitzGerald, S. P. et al. Clin. Chem. (2005); 51(7), 1165-1176.
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hitp://www.nmslabs.com/uploads/PDF/Bath_Salts_July_2013_PDF_letter.pdf
Dibujos

Figura 1 Reacciones quimicas para la sintesis de acido 2-[4-(2-(pirrolidin-1-il)pentanoil)fenoxilacético (PVP 4-CME)
5 (Hapteno-1).

Figura 2 Reacciones quimicas para la sintesis de PVP 4-CME-HCTL 6 (Hapteno-2)
Figura 3 Estructuras quimicas de Hapteno-1 y Hapteno-2

Figura 4 Curva de calibracién que muestra la absorbancia a 450nm usando I-PVP como el esténdar en un ELISA
que incorpora antisuero producido frente al inmundgeno |l.

Resumen de la invencién

En la presente memoria se describe un inmunoensayo mejorado para la deteccion y determinacién de drogas de
disefio basados en pirrolidinofenona en fluidos biolégicos (orina, sangre, fluido oral y pelo). El inmunoensayo se
sustenta en anticuerpos nuevos, especificos de subfamilia, que presentan una sensibilidad sorprendente. La
invencion describe ademas sustratos que comprenden un anticuerpo que es especifico para compuestos de Ia
familia de la pirrolidinofenona. También se describen los nuevos inmunégenos a partir de los que derivan los
anticuerpos y kits que incorporan los anticuerpos de la presente invencion.

Descripcion detallada de la invencién

A no ser que se afirme otra cosa, los términos técnicos tal y como se usan en la presente memoria se usan segtin el
uso convencional como conocen los expertos en la técnica.

Las estructuras quimicas de los compuestos pirrolidinofenona referidos en la presente memoria se proporcionan en
la tabla 3.

La invencién describe un método para detectar o determinar compuestos pirrolidinofenona en una disolucién o en
una muestra in vitro de un individuo que comprende; poner en contacto la muestra con uno o mas agentes de
deteccién y uno o mas anticuerpos; detectar, o determinar, la cantidad del uno o mas agentes de deteccién: y
deducir a partir de los calibradores, la presencia de o la cantidad de compuestos pirralidinofenona en la muestra o
disolucion, caracterizandose el uno o mas anticuerpos por haber derivado de un inmunégeno de estructura |.

El término “haptenc”, tal y como se usa en la presente memoria, describe una molécula preinmunogénica que
estimula la produccién de anticuerpos solo cuando se conjuga con una molécula transportadora mayor. Esta
molécula transportadora mayor puede referirse como un material transportador que confiere antigenicidad (accm).
Una vez el hapteno se ha conjugado con el accm forma el inmunégeno.

El término "inmundgeno”, tal y como se usa en la presente memoria, describe una entidad que induce una respuesta
inmune tal como la produccién de anticuerpos o una respuesta de células T en un animal huésped.

El accm puede ser cualquier material que hace que todo o parte del hapteno sea susceptible al reconocimiento y
union por parte de anticuerpos. Por ejemplo, el accm puede ser una proteina, un fragmento de proteina, un
polipéptido sintético o un polipéptido semisintético. Alternativamente, el accm comprende poli (aminoécidos)
sintéticos que tienen un numero suficiente de grupos amino disponibles, tales como lisina. Ademés,
alternativamente, el accm se selecciona de materiales poliméricos sintéticos o naturales que portan grupos
funcionales reactivos. Aun ademds, alternativamente, el accm se selecciona de carbohidratos, levaduras vy
polisacéridos. Los ejemplos ilustrativos de materiales transportadores que confieren antigenicidad utiles son
albumina de suero bovino (BSA), ovoalbimina de huevo (OVA), gamma globulina bovina (BGG), tiroglobulina bovina
(BTG), hemocianina de lapa (KLH) etc. Opcionalmente, el accm se selecciona de KLH o BSA.

Se entendera que los haptenos de la presente invencion pueden unirse al material transportador que confiere
antigenicidad (accm) a través de un grupo de entrecruzamiento o entrecruzador. El grupo de entrecruzamiento
puede ser cualquier grupo de entrecruzamiento convencional usado de forma convencional en este campo. El grupo
de entrecruzamiento es idealmente un grupo de unién funcionalizado que une el accm al hapteno. Preferiblemente,
el grupo de entrecruzamiento puede comprender o consistir en un resto carboxilo, ditiopiridilo, maleimidilo, amino,
hidroxilo, tiol y aldehido. El grupo de entrecruzamiento es muy conocido para el experto en la técnica de la sintesis
de inmundgenos.



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 668 776 T3

Segln un primer aspecto de la invencion, se proporciona un inmunégeno que tiene la formula general:

0O

accm N

Estructura |
En la que Y es un grupo de entrecruzamiento y accm es un material transportador que confiere antigenicidad.

En la que Y es -(A):-B-D, en el que B es un resto alquileno Cs.10, preferiblemente C1., sustituido o no sustituido, que
incorpora opcionalmente un resto cicloalquilo y/o a heterociclico; n= 0 0 1 y A es un grupo funcional o heterodtomo
que permite la union del entrecruzador al aniilo fenilo y D es un grupo funcional o heterodtomo que permite la union
del entrecruzador al material transportador que confiere antigenicidad. El término grupo funcional es una expresion
estandar en el campo de la quimica y se refiere a un grupo reactivo tal como una amina, cetona, éter, tioéter, amida,
alqueno, tiol, éster, acido carboxilico o aldehido. Preferiblemente, A es O, S o N. Los sustituyentes de la cadena
alquileno pueden incorporarse fuera, dentro o al final de la cadena. Habitualmente, los sustituyentes seran grupos
funcionales situados al final de la cadena que han participado en la unién quimica con el fin de formar una unién
entre la estructura de pirrolidinofenona y el material transportador. La conjugacion del accm con Y puede facilitarse,
por ejemplo, por la presencia de un &cido carboxilico o un éster de este, un aldehido, un grupo amino, una
maleimida, un acido halocarboxilico o un éster de este, un resto ditiopiridilo, un resto vinilsulfona, un Acido
tiocarboxilico o un éster de este.

Un ejemplo de un inmunégeno preferido de la presente invencion es acido 2-(4-(2-(pirrolidin-1-
ilpentanoil)fenoxijacético (hapteno 1) conjugado con una molécula transportadora que confiere antigenicidad
seleccionada de KLH, BSA, BTG, BGG u OVA. La preparacion de un inmundgeno preferido de la presente invencion
se muestra en los ejemplos 6 y 7. En estas reacciones, se usan N-Hidroxisuccinimida (NHS) mas 1-Etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) para facilitar el entrecruzamiento del grupo carboxilo en el hapteno | con un
grupo amida en el accm.

Un aspecto adicional de la presente invencién es un anticuerpo producido frente a un inmunégeno descrito
anteriormente. El término “anticuerpo”, tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a una inmunoglobulina o
molécula semejante a inmunoglobulina. En una realizacion preferida, los anticuerpos son anticuerpos policlonales.
Sin embargo, el experto en la técnica entendera que puede usarse cualquier tipo de molécula de inmunoglobulina o
fragmento de esta, por ejemplo, anticuerpos monoclonales, fragmentos Fab, fragmentos scFv y cualesquiera otros
fragmentos de union a antigeno, todos los cuales estan en el alcance de la presente invencién. Los anticuerpos
policlonales pueden producirse por cualguier método como conocen los expertos en la técnica. Puede usarse
cualquier animal huésped adecuado en el proceso de inmunizacion, preferiblemente un animal mamifero, por
ejemplo, pero no limitado a, oveja, conejo, ratén, cobaya o caballo. Ademas, los anticuerpos pueden estar en la
forma de antisueros policlonales.

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 por el anticuerpo, como se evalda por una
medida adecuada tal como la reactividad cruzada. Para propésitos de comparacion, a un analito con alta reactividad
cruzada se le proporciona generalmente un valor de 100%, teniendo todos los demas analitos un valor relativo a
este; ademas, como conoce un experto en fa técnica, para que la reactividad cruzada tenga un uso practico, el
anticuerpo especifico del analito debe presentar una alta sensibilidad segiin se mide por una medida adecuada tal
como la Clso. La Clso es un indicador usado cominmente de la sensibilidad de los anticuerpos para inmunoensayos.
Para permitir que un ensayo se aplique eficazmente en el campo, se prefiere una Clsy de menos de o
aproximadamente 20 ng/ml, preferiblemente menos de o aproximadamente 10 ng/ml, méas preferiblemente menos de
o aproximadamente 5 ng/mi y lo mas preferiblemente menos de aproximadamente 1 ng/m! para cualquier analito
individual. Dadas las Clso de varios analitos, pueden calcularse sus reactividades cruzadas, representadas
frecuentemente como porcentajes relativos.
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El anticuerpo producido frente a un inmunégeno de la presente invencion es capaz de unirse a un epitopo de la

estructura Il:
O
R4 R3
N
) Q

En la que Rs es alquilo C5-Cg, R1 y Rz son H, alquilo Cy — C4, alcoxi C4 — Cg4, alquilo Cy ~ C4 sustituido con
hidroxi, carboxi o hidroxilo, o conjuntamente forman

O
= * T~
*
\ * O/
(o}

En una realizacién preferida, Rs de la estructura Il es un alquilo C2-Cs.

Estructura I

sustituido o no sustituido.

Preferiblemente, el anticuerpo de la invencién es capaz de unirse al menos a un epitopo del grupo que comprende
las moléculas alfa-PVP, pirovalerona, MDPV, MDPBP, Nafirona, y 4-Metoxi-alfa-pirrolidinopentiofenona (MOPVP). El
término ‘capaz de unirse a' o “capaz de unirse”, tal y como se usa en la presente memoria, significa que, bajo
condiciones estandar de inmunoensayo, por ejemplo, como se describe en ‘Immunoassay: A practical guide’ por
Brian Law, Taylor y Francis Ltd (ISBN 0-203-48349-9), los anticuerpos se uniran a dichas maléculas. Debido a las
fuerzas intermoleculares atrayentes tales como enlace de hidrogeno y fuerzas de van der Waal, existe
frecuentemente un grado de unidn o afinidad entre dos moléculas independientemente de sus estructuras
respectivas; el experto en la técnica reconoce que la ausencia de reactividad cruzada o una reactividad cruzada
minima implica que, en el contexto de un inmunoensayo de trabajo, cualquier unién o interaccién entre un anticuerpo
y los analitos no diana se produce a un nivel tan bajo que no compromete la integridad del inmunoensayo, es decir,
se evitan los falsos positivos.

Opcionalmente, el anticuerpo tiene un 100% de reactividad cruzada frente a alfa-PVP y mayor del 100% de
reactividad cruzada frente a pirovalerona, MDPV, nafirona y MOPVP, con menos del 100% de reactividad cruzada
frente a MDPBP. Adicionalmente o alternativamente, el anticuerpo de la presente invencién puede caracterizarse por
su alta sensibilidad. Preferiblemente, tiene una Cls; de menos de aproximadamente 5 ng/ml, mas preferiblemente
menos de aproximadamente 1 ng/ml e incluso mas preferiblemente menos de aproximadamente 0,5 ng.ml para cada
uno de alfa-PVP, pirovalerona, MDPV, MDPBP, Nafirona y MOPVP.

El uso de la palabra ‘aproximadamente’ tiene en cuenta las variaciones menores esperadas en el valor medido de
Clso que pueden surgir durante los andlisis cientificos por diferentes individuos cuando efectian el ensayo o de
ligeras diferencias en el equipo y reactivos del ensayo.

Un aspecto adicional de la invencién es un método de inmunoensayo para detectar o determinar compuestos
pirrolidinofenona o derivados de estos en una muestra in vitro de un individuo o en una disolucién derivada de una
sustancia que se sospecha que contiene dichos compuestos, comprendiendo el método poner en contacto la
muestra o disolucién con al menos un agente de deteccion y al menos un anticuerpo de la invencién; detectar o
determinar el o los agentes de deteccion; y deducir de una curva de calibracién la presencia de, o cantidad de
compuestos pirrolidinofenona en la muestra o disolucién. Los compuestos pirrolidinofenona que se van a detectar o
determinar son uno o més del grupo que comprende alfa-PVP, pirovalerona, MDPV, MDPBP, Nafirona y MOPVP.

Para los propositos de la invencién, la muestra que se va a usar para el andlisis in vitro puede ser cualquier muestra
a partir de la que puede detectarse un compuesto pirrolidinofenona, por ejemplo, pelo o un fluido biolégico periférico,
pero es preferiblemente sangre completa, suero, plasma, pelo u orina. La muestra también puede ser una disolucion
que se sospecha que contiene una droga.
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‘Detectar’, tal y como se refiere en la presente memoria, significa analizar cualitativamente la presencia o ausencia
de una sustancia, mientras ‘determinar’ significa analizar cuantitativamente la cantidad de una sustancia. El agente
de deteccién es una molécula pequefia (generaimente con una estructura similar a una molécula que se va a
detectar), conjugada con un agente de marcaje que es capaz de unirse a uno de los anticuerpos de la invencién. Los
nombres alternativos para el agente de deteccién son el conjugado o trazador. El agente de marcaje se selecciona
de una enzima, una sustancia luminiscente, una sustancia radiactiva, o una mezcla de estas. Preferiblemente, el
agente de marcaje es una enzima, preferiblemente, una peroxidasa, lo mas preferiblemente peroxidasa de rabano
(HRP). Alternativamente, o adicionalmente, la sustancia luminiscente puede ser un material bioluminiscente,
quimioluminiscente o fluorescente. Preferiblemente, para el método de inmunoensayo de la invencién, el agente de
deteccion se basa en un compuesto con una subestructura de catinona sustituida conjugada con una enzima o
molécula fluorescente.

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

0

Estructura Il
En la que X es un grupo de entrecruzamiento e Y es un agente de marcaje que es detectable.

En la que X es «(A):-B-D, en el que B es un resto alquileno C.1q, preferiblemente Ca.¢, sustituido o no sustituido, que
incorpora opcionalmente un resto cicloalquilo y/o heterociclico; n= 0 o 1 y A es un grupo funcional o heteroatomo que
permite la unién del entrecruzador al anillo fenilo y D es un grupo funcional o heterodtomo que permite la unién del
entrecruzador al agente de marcaje. El término grupo funcional es una expresion estdndar en el campo de la
quimica y se refiere a un grupo reactivo tal como una amina, cetona, éter, tioéter, amida, alqueno, tiol, éster, acido
carboxilico o aldehido. Preferiblemente, A es O, S o N. Los sustituyentes de la cadena alquileno pueden
incorporarse fuera, dentro o al final de la cadena. Habitualmente, los sustituyentes seran grupos funcionales situados
al final de la cadena que han participado en fa unién quimica con el fin de formar una unién entre la estructura de
pirralidinofenona y el agente de marcaje. La conjugacion del agente de marcaje con X puede facilitarse, por ejemplo,
por la presencia de un &cido carboxilico o un éster de este, un aldehido, un grupo amino, una maleimida, un acido
halocarboxilico o un éster de este, un resto ditiopiridilo, un resto vinilsulfona, un &cido tiocarboxilico o un éster de
este.

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 estas.

Un ejemplo de un conjugado o agente de deteccion preferido de la presente invencién es acido 2-(4-(2-(pirrolidin-1-
i)pentanoil)fenoxi)acético (hapteno I) acoplado a HRP. La preparacion de este conjugado se muestra en el ejemplo
8.

La invencion describe ademas un sustrato con el que se unen los anticuerpos de la invencion. Los anticuerpos
pueden unirse con el sustrato, por ejemplo, por adsorcién pasiva o pueden unirse quimicamente al sustrato unido,
por ejemplo, mediante enlaces covalentes. Dicha union covalente requiere generalmente la introduccién inicial de un
compuesto quimicamente activo unido covalentemente a la superficie del sustrato antes de la unién del anticuerpo.
El anticuerpo en si mismo también puede requerir la adicién de un grupo quimico activador para conseguir la union
del sustrato. Estos requerimientos son muy conocidos en la técnica. El sustrato puede ser cualquier medio capaz de
adsorber o unirse a un anticuerpo, por ejemplo, un lecho o nanoparticula (opcionalmente, activados quimicamente),
pero tiene preferiblemente una conformacion plana (opcionalmente, activada quimicamente) tal como una placa de
microtitulacién (como en el Ejemplo 9 méas adelante) o un biochip. Las placas de microtitulacion consisten
comunmente en 6, 24, 96, 384 o 1.536 pocillos de muestra dispuestos en una matriz rectangular 2:3. Las placas de
microtitulacién de 96 pocillos se usan cominmente en un ELISA. Un biochip es un sustrato fino semejante a una
oblea con una superficie plana que puede fabricarse de cualquier material adecuado tal como vidrio o plastico, pero
que se fabrica preferiblemente de ceramica. El biochip es capaz de ser activado quimicamente antes de la unién del
anticuerpo o es susceptible a la adsorcion pasiva de anticuerpos. El experto en la técnica de desarrollo de biochips
para aplicacion en inmunoensayos reconocera que una superficie plana a alta resolucién, p. ej., si se usa un
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microscopio electrénico de barrido (SEM), no es perfectamente ‘plana’ sino que poseerd una superficie desigual,
siendo el aspecto importante que la superficie ‘aproximadamente’ plana sea adecuada para la aplicacion. Puede
afiadirse opcionalmente un recubrimiento en microcapa de material a la superficie plana del sustrato antes de la
inmovilizacién del anticuerpo. Pueden recubrirse bien la superficie superior o ambas superficies del sustrato.

Metodologia general
Preparacion de haptenos, inmunégenos y agentes de deteccion

Aunque los haptenos proporcionan epitopos estructurales definidos, no son en si mismos inmunogénicos y, por lo
tanto, es necesario conjugarlos con materiales transportadores, que incitaran una respuesta inmunogénica cuando
se administran a un animal huésped. Los materiales transportadores apropiados contienen comiinmente segmentos
de poli(aminoécidos) e incluyen polipéptidos, proteinas y fragmentos de proteinas. Los ejemplos ilustrativos de
materiales transportadores ttiles son albimina de suero bovino (BSA), ovoalblimina de huevo (OVA), gamma
globulina bovina (BGG), tiroglobulina bovina (BTG), hemocianina de lapa (KLH) etc. Alternativamente, pueden
emplearse poli(aminoacidos) sintéticos que tienen un niimero suficiente de grupos amino disponibles, tales como
lisina, asi como otros materiales poliméricos sintéticos o naturales que portan grupos funcionales reactivos. También
pueden conjugarse carbohidratos, levaduras o polisacaridos al 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 tiene propiedades fluorescentes o un marcaje radiactivo para la preparacion de agentes
de deteccion para uso en los inmunoensayos. La sustancia fluorescente puede ser, por ejemplo, un residuo
monovalente de fluoresceina o un derivado de esta. La formacion del inmundgeno para la invencion descrita en la
presente memoria implica quimica de conjugacién convencional. Con. el fin de confirmar que se ha logrado la
conjugacion adecuada del hapteno al material transportador, antes de la inmunizacién, cada inmundgeno se evalta
usando espectroscopia de masa de tiempo de vuelo con desorcion/ionizacion mediante laser UV asistida por matriz
(MALDI-TOFMS).

Procedimiento general para el anélisis por MALDI-TOF de inmunégenos.

La espectrometria de masa MALDI-TOF puede realizarse usando un espectrometro de masa con desorcién laser
Voyager STR Biospectrometry Research Station acoplado con extraccion retardada. Una alicuota de cada muestra
que se va a analizar puede diluirse en acido trifluoroacético (TFA) acuoso al 0,1 % para crear disoluciones de
muestra de
1 mg/ml. Las alicuotas (1 pl) pueden analizarse usando una matriz de acido sinapinico y albliimina de suero bovino
(Fluka) como un calibrador externo.

Preparacién de antisueros

Con el fin de general antisueros policlonales, se preparan 2 mg de un inmundgeno de la presente invencién en PBS,
mezclado a una relacién de 50 % de inmunégenc en PBS con 50 % de adyuvante Completo de Freund (Sigma,
Namero de Producto— F5881) y se emulsiona pasando repetidamente la mezcla a través de una punta al final de una
jeringa de 1 ml, hasta que alcanza la consistencia semisélida requerida. Se inyecta entonces 1 ml de la mezcla en
un animal huésped, tal como conejo, oveja, ratén, cobaya o caballo. Las ovejas son el animal huésped preferido. Se
administran inyecciones adicionales (refuerzos) mensualmente (se prepara 1 mg de inmundgeno en PBS y se
mezcla a una relacién de 50 % de inmunégeno en PBS con 50 % de Adyuvante Incompleto de Freund, Sigma
Ndmero de producto— F5506) hasta que se consigue la titulacion requerida. El suero se muestrea para la evaluacion
de la titulacion de anticuerpo.

Brevemente, se recoge sangre mediante la aplicacion de presion en la vena yugular expuesta y la insercion de una
aguja hipodérmica limpia de calibre 14 para extraer 500 mi de sangre por oveja, bajo gravedad. La sangre se
almacena a 37 °C durante un minimo de 1 hora antes de que los codgulos se separen del lateral de las botellas de la
centrifuga usando pipetas de 1 ml desechables (golpeando ligeramente). Las muestras se almacenan a 4 °C toda la
noche.

Las muestras se centrifugan entonces a 4.200 rpm durante 30 minutos a 4 °C. El suero se retira por vertido y se
centrifuga de nuevo, a 10.000 rpm durante 15 minutos a 4 °C, antes de alicuotario y almacenario a <-20 °C. La
fraccién de inmunoglobulina (Ig) se extrae de los anticuerpos mediante precipitacidn de la inmunoglobulina con acido
caprilico/sulfato de amonio.

La titulacién del anticuerpo se evalla recubriendo una placa de microfitulacion (Thermo Fisher Scientific NUNC,
468667) con anticuerpo (125 pl/pocillo) en tampon de recubrimiento (Tris 10 mM pH 8,5) a 37 °C durante 2 horas. La
placa se lava entonces 4 veces durante 10 minutos con TBST a concentracion de trabajo. Se afiaden 50 pi de
muestra/estandar (I-PVP) a los pocillos apropiados en triplicado, seguido de 75 pl de conjugado hapteno-HRP y se
incuba a 25 °C durante 1 hora. La placa se lava entonces y se afiaden 125 ul de TMB (Randox Laboratories, 4380-
15) a cada pocillo y se deja a temperatura ambiente durante 20 mins en oscuridad. La reaccion se para usando 125
pl de acido sulfirico 0,2 M. Las absorbancias se leen a 450 nm con un lector de microplacas de ELISA (BIO-TEK
Instruments, EIx800) y se calculan las medias. Entonces puede determinarse la sensibilidad del anticuerpo.
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Cuando se ha conseguido la titulacién éptima, el animal huésped se sangra para rendir un volumen adecuado de
anticuerpo especifico (globalmente, esto resulta en 20 sangrados en total, con aproximadamente 200 ml de
antisuero conseguidos por sangrado). El grado de la purificacion del anticuerpo requerido depende de la aplicacion
pretendida. Para muchos propésitos, no hay un requerimiento para la purificacion, sin embargo, en otros casos, tales
como cuando el anticuerpo se va a inmovilizar en un soporte sélido, pueden realizarse etapas de purificacién para
eliminar el material no deseado y para eliminar la unién no especifica.

Estan disponibles varias etapas de purificacion, si se requiere, incluyendo precipitacién de inmunoglobulinas (como
se ha descrito anteriormente), purificacion por afinidad especifica de antigeno, cromatografia de exclusién por
tamaiio y cromatografia de intercambio i6nico.

Desarrollo del inmunoensayo

El proceso para desarroliar un inmunoensayo es muy conocido para el experto en la técnica. Brevemente, para un
inmunoensayo competitivo en el que el analito diana es una molécula no inmunogénica, tal como un hapteno, se
lleva a cabo el siguiente proceso: se producen anticuerpos mediante la inmunizacién de un animal, preferiblemente
un animal mamifero, por la administracion repetida de un inmunégeno. El suero del animal inmunizado se recoge
cuando la titulacién del anticuerpo es lo suficientemente alta. 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 para la unién a
los anticuerpos. El proceso puede comprender fijar dichos anticuerpos séricos a un sustrato de apoyo tal como un
soporte sdlido de paliestireno o un chip de ceramica. Los anticuerpos pueden ser anticuerpos policlonales o
monoclonales.

Esto puede llevarse a cabo usando un formato basado en ELISA como se ha descrito anteriormente para medir la
titulacién de los anticuerpos o como un formato basado en Biochip. Los detalles de cémo se fijan los anticuerpos al
Biochip se describen en FitzGerald, S. P. ef 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 lo que a su vez es
inversamente proporcional a la concentracion del analito. La sefial puede detectarse o cuantificarse por comparacion
con un calibrador.

Ejemplos
Los nimeros en (negrita) se refieren a las estructuras en las figuras 1y 2.
Ejemplo 1: Sintesis de 2-bromo-1-(4-hidroxifenil) pentan-1-ona (2)

Una disolucién de 4-hidroxivalerofenona (1) (15 g, 0,084 moles) en 4cido acético (100 ml) se afadi6 gota a gota a
una disolucién de bromo (4,5 ml, 0,088 moles) en acido acético (120 ml) a temperatura ambiente. La mezcla de
reaccién se agit6 toda la noche a temperatura ambiente. Los disolventes se eliminaron en vacio y el residuo
resultante se disolvié en agua y acetato de etilo. La capa organica se separd, se lavo con tiosulfato de sodio, agua y
salmuera. La fase organica se secd entonces sobre sulfato de sodio, se filtré y se evapor6 a sequedad para
proporcionar 2-bromo-1-(4-hidroxifenil)pentan-1-ona (2) (25,59 g) como un aceite amarillo.

Ejemplo 2: Sintesis de 1-(4-hidroxifenil)-2-(pirrolidin-1-if) pentan-1-ona.HCl (4-Hidroxi-PVP HCI) (3)

Se afiadié pirrolidina (14 ml, 0,168 moles) lentamente a una disolucién de 2-bromo-1-(4-hidroxifenil) pentan-1-ona (2)
(25,59 g, 0,084 moles) seguido de la adicion de carbonato de potasio (23,22 g, 0,168 moles). La mezcla se agit6 a
temperatura ambiente toda la noche. La mezcla de reacci6n se filird y el filtrado se evaporé a sequedad. El residuo
se purificé por cromatografia en columna (gel de silice, 50-100 % acetato de etilo en éter de petréleo) para
proporcionar la base libre de 1-(4-hidroxifenil)-2-(pirrolidin-1-il) pentan-1-ona (4-OH-PVP) (14,18 g) como un aceite.
El aceite resultante se disolvié en 100 ml de metanol y se afiadi6 lentamente una disolucién de HCI 2M en éter. Un
precipitado formado se recogio por filtracion, se lavo con éter y se seco en vacio para proporcionar 1-(4-hidroxifenil)-
2~(pirrolidin-1-il) pentan-1-ona.HCI (3) (11,44 g) como un sélido blanco.

Ejemplo 3: Sintesis de 2-(4-(2-(pirrolidin-1-il)pentanoil)fenoxi)acetato de terc-butilo (4)

Se afiadié carbonato de potasio (2,511 g, 0,0182 moles) a una suspension de 1-(4-hidroxifenil)-2-{pirrolidin-1-
iljpentan-1-ona.HCI (3) (1,5 g, 5,28 mmoles) en tetrahidrofurano (40 ml). A la suspension resultante se afadio
dimetilformamida (10ml) y la mezcla se agit6 y se calenté a 60 °C durante 30 min. Se afiadié bromoacetato de terc-
butilo (2,686 ml, 0,0182 moles) y la mezcla de reacci6n se agité a 60-70 °C durante 2 horas. El disolvente se elimin6
en vacio y el residuo se disolvid en agua y acetato de etilo. La capa orgénica se separo, se lavé con agua, salmuera,
después se seco sobre sulfato de sodio, se filtré y se evapord a sequedad. El aceite resultante se purificé por
cromatografia en columna (gel de silice, 10 % metanol en diclorometano) para proporcionar 2-(4-(2-(pirrolidin-1-if)
pentanoil) fenoxi) acetato de terc-butilo {4) (1.37 g) como un aceite amarillo.
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Ejemplo 4: Sintesis de 4cido 2-(4-(2-(pirrolidin-1-il)pentanoil)fenoxi)acético (PVP 4-CME) (5) (Hapteno-1)

Se afadié acido triflucroacético (10 ml) a una disolucién de 2-(4-(2-(pirrolidin-1-if) pentanoil) fenoxi) acetato de terc-
butilo (4) (1,37 g, 3,79 mmoles) en diclorometano (20 ml) a 0 °C. La disolucién se dejé calentar hasta temperatura
ambiente y se agité durante 2 horas. El disolvente se eliminé en vacio para proporcionar un sélido espumoso marrén
claro. El residuo se purificé por cromatografia en columna (gel de silice, 10% MeOH en acetato de etilo) para
proporcionar acido 2-(4-(2-(pirrolidin-1-il)pentancil)fenoxi)acético (PVP 4-CME) (5) (Hapteno-1) (596 mg) como un
aceite espumoso.

RMN 13C (CD30D): 194,27, 170,67, 164,10, 161,6, 131,53 (2), 127,97, 155,36 (2), 69,98, 64,82, 55,21, 52,35,
32,88, 23,02, 17,48, 13,23.

Ejemplo 5: Sintesis de N-(2-oxotetrahidrotiofen-3-il)-2-(4-(2-(pirrolidin-1-il)pentanoil)fenoxi)acetamida (PVP 4-
CME HCTL) (Hapteno-2) (6)

Se afadieron hidrocloruro de D,L.-homocisteina tiolactona (60,43 mg, 0,39 mmoles) y EDC.HCI (75,41 mg, 0,39
mmoles) a una disolucién de 4cido 2-(4-(2-(pirrolidin-1-il)pentanoil)fenoxi)acético (PVP 4-CME) (5) (109 mg, 0,35
mmoles) en piridina (10 ml) a temperatura ambiente. La disolucién se agit6 a temperatura ambiente toda la noche. El
disolvente se eliminé en vacio y el residuo se disolvio en agua y diclorometano. La capa organica se separd, se secd
sobre sulfato de sodio, se filtré y se evapor6 a sequedad. El residuo se purifico por cromatografia en columna (gel de
silice, 10 % MeOH en cloroformo) para proporcionar N-(2-oxotetrahidrotiofen-3-il)-2-(4-(2-(pirrolidin-1-
ilpentanoil)fenoxi)acetamida (PVP 4-CME HCTL) (6) (Hapteno-2) (100 mg) como un aceite espumoso.

Ejemplo 6: Conjugacion de PVP 4-CME (5) (Hapteno-1) con BSA (Inmunégeno-1)

A una disolucion de PVP 4-CME (5) (Hapteno-1) (23,5 mg) en DMF (1,0 ml) se afiadié hidrocloruro de N-(3-
dimetilaminopropil)}-N'-etilcarbodiimida EDC.HCI (73,7 mg) y N-hidroxisuccinimida (44,3 mg) y la mezcla se incubé en
el agitador rotativo a temperatura ambiente toda la noche. Esta disolucién se afiadit gota a gota a una disolucién de
BSA (100 mg, 1,5 mmoles) en disolucién salina tamponada con fosfato (50 mM) (pH 8,0) (10 ml). La disolucién
resultante se incubd en el agitador rotativo a temperatura ambiente toda la noche. El hapteno en exceso se eliminé
por didlisis frente a disolucion salina tamponada con fosfato, pH 7,2 (3 cambios) durante 24 horas a 4 °C y se
liofilizé.

Los resultados de MALDI mostraron que 19,8 moléculas de PVP 4-CME (Hapteno-1) se habian conjugado con una
molécula de BSA.

Ejemplo 7: Conjugacion de PVP 4-CME (5) (Hapteno-1) con KLH (Inmunégeno-2)

A una disolucion de PVP 4-CME (Hapteno-1) (5) (27,7 mg) en DMF (1,0 ml) se afadio hidrocloruro de N-(3-
dimetilaminopropif)-N'-etilcarbodiimida (EDC.HCI) (73,7 mg) y N-hidroxisuccinimida (44.3 mg) y la mezcla se incubo
en el agitador rotativo a temperatura ambiente toda la noche. Esta disolucion se afiadi6 gota a gota a una disolucion
de KLH (100 mg) en disoluci6n salina tamponada con fosfato (50 mM) (pH 8,0) (10 ml). La disolucién resultante se
incub6 en el agitador rotativo a temperatura ambiente toda la noche. El hapteno en exceso se eliminé por didlisis
frente a disolucion salina tamponada con fosfato, pH 7,2 (3 cambios) durante 24 horas a 4 °C y se liofiliz6.

Ejemplo 8: Conjugacion de PVP 4-CME (Hapteno-1) (5) con HRP

Se disolvié hidrocloruro de EDC (1,5 mg) en agua (0,5 ml) y se afiadi6 inmediatamente a una disolucién de PVP 4-
CME (Hapteno-1) (5) (3 mg) en DMF (0,2 mi). Después de mezclar, esta disolucioén se afiadié gota a gota a una
disolucion de HRP (20 mg) en agua (1 ml). Se afiadié N-hidroxisuccinimida (1 mg) y la mezcla de reaccion se incubd
en oscuridad a temperatura ambiente toda la noche. El hapteno en exceso se elimind con dobles columnas PD-10
(Pharmacia) en serie, preequilibradas con PBS a pH 7,2. El conjugado hapteno-1-HRP (trazador-1) se dializé
entonces toda la noche frente a 10L de PBS a pH 7,2 a 4 °C.

Ejemplo 9: Desarrollo de un inmunoensayo para compuestos basados en pirrolidinofenona

Se extrajo 1gG de los antisueros usando precipitacion con sulfato de amonio/acido caprilico y el anticuerpo purificado
se inmovilizo en una placa de ELISA de 96 pocillos a 2,5 pg/ml en tamp6n TRIS 10 mM, pH 8,5 toda la noche a 4 °C.
El ensayo se basa en la competicion para los sitios de unién de un anticuerpo policlonal entre el trazador HRP e I-
PVP o reactantes cruzados potenciales. La placa se lavo (x3) con TBST y se afadieron el calibrador {I-PVP) o
reactantes cruzados potenciales (50 ul por pocillo), seguido de trazador HRP (75 pl/pacillo) a los pocillos apropiados.
Las placas se incubaron entonces durante 60 minutos a 25 °C. Se sometieron entonces a 2 ciclos de lavado rapido
usando TBST, seguido de 4 ciclos de lavado de 2 minutos. Se afiadieron entonces 125 pL de sefial 25 (TMB) a cada
pocillo durante 20 mins a temperatura ambiente en oscuridad. La reaccién se pard por la adicién de 125 pl de 4cido
sulfarico 0,2 M por pocillo y las placas se leyeron inmediatamente a 450 nm. Se generaron curvas de calibracién y
estas se usaron para determinar la sensibilidad y especificidad del inmunoensayo para I-PVP y reactantes cruzados
potenciales. Los datos se introdujeron en un programa informéatico denominado ‘KC Junior’ (Biotek). Proporciona una
curva de ajuste de 4 parametros y permite el calculo de concentraciones entre las operaciones estandar. Este
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programa se usa para calcular los valores de Clso dividiendo el valor de la densidad 6ptica (DO) de 0 ng/ml por 2 y
obteniendo el valor de la concentracién de la curva para esta DO. Los resultados de este estudio se presentan en las
tablas 1y 2, calculdndose Ia reactividad cruzada segun la siguiente formula:

% CR = Clsp I-PVP/ Clsg CR X 100

Enla que % CR es el porcentaje de reactividad cruzada, Clso I-PVP es la concentracién de I-PVP que causa un 50 %
de desplazamiento de la sefial y Clso CR es la concentracion de reactante cruzado potencial que causa un 50 % de
desplazamiento de la sefial.

El anticuerpo (RS2922) usado para generar los datos de las tablas siguientes se produjo a partir del inmunégeno I
(Ejemplo 7) y el trazador HRP se preparé como en el Ejemplo 8. Todos los compuestos de la tabla 2 estan
disponibles comercialmente de proveedores tales como Cayman Chemical (Ann Arbor, Michigan, EEUU).

Tabla 1 Resultados de ELISA para el anticuerpo RS2922 recubierto a 2,5 pg/mi con trazador marcado HRP a una
dilucién de 1/128k.

Estandar (ng/ml) DO Promedio % CV B/Bo
0,000 1,583 0,7 100
0,156 1,109 1,4 70
0,313 0,805 0,8 51
0,625 0,521 1,6 33
1,250 0,339 0,8 21
2,500 0,221 0,0 14
5,000 0,130 0,0 8
10,000 0,077 0,9 5

Clso 0,315

B = absorbancia a 450nm a x ng/ml de concentracién de estandar
Bo = absorbancia a 460nm a 0 ng/mi de concentracién de estandar
Clso = concentracion de estandar que produce un 50 % de B/BO
DO= Densidad 6ptica

CV=Coeficiente de variacién

Tabla 2 Reactividad cruzada con otros compuestos de la familia de la pirrolidinofenona: Anticuerpo RS2922
recubierto a 2,5 pg/ml con trazador marcado HRP a una dilucion de 1/128k.

Estandar % Reactividad cruzada Clso (ng/ml)

I-PVP 100 0,315
I-pirrolidinopropiofenona <3,150 >10

Pirovalerona 187,500 0,168
MDPV 178,977 0,176
MDPBP 20,561 1,532
(+/-) 4'-Metil-I-pirrolidinopropiofenona <3,150 >10

Nafirona 142,534 0,221
4-Metoxi-I-pirrolidinopentiofenona 135,193 0,233
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Tabla 3 — Estructuras quimicas de los compuestos pirrolidinofenona

NAFIRONA

o) o]
CH, 0 CHy
N < N
O ° J
a-PVP (a-Pirrolidinovalerofenona) MDPYV (3',4'-Metilendioxi-a- pirrolidinopentiofenona)
o) 0
CH, CH,
N N
H;C < 7 H;CO < 7
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REIVINDICACIONES

1. Un inmundgeno de estructura I:

0
accm /@/uj/\/
\ v

Estructura |
En la que Y es un grupo de entrecruzamiento y accm es un material transportador que confiere antigenicidad.

5 2. El inmundgeno de la reivindicacién 1 en el que Y es -(A),-B-D- en el que B es un resto alquileno Cy.4q, sustituido o
no sustituido, que incorpora opcionalmente un resto cicloalquilo y/o heterociclico; n=0 0 1 y A es un grupo funcional
o heteroatomo que permite la union del entrecruzador al anillo fenilo y D es un grupo funcional o heteroatomo que
permite la unién del entrecruzador al material transportador que confiere antigenicidad.

3. El inmunégeno de la reivindicacion 2 en el que B es un resto alquileno C4-Cs sustituido o no sustituido.

10 4. El inmunédgeno de las reivindicaciones 2 0 3 en el que n=1, Aes O, N o S y D es -C(Q)-, -NH-, -C=, 0 -S-,
5. El inmunédgeno de cualquier reivindicacion previa en el que el accm se selecciona del grupo que consiste en
tiroglobulina bovina, albimina de suero bovino, hemocianina de lapa, gamma globulina bovina y ovoalbimina de
huevo.

6. Un anticuerpo que deriva de un inmunégeno de las reivindicaciones 1-5 y que se une a un epitopo de estructura

15 I
0
Ry R3
N
Rz
Estructura Il
En la que R3 es alquilo C2-Cs, R1 y Rz son H, alquilo C; — C4, alcoxi C1 ~ C4, alquilo C — C4 sustituido con hidroxi,
carboxi o hidroxilo, o conjuntamente forman:
0
/ % T~
\ E3 / *
0
20 o}

sustituido o no sustituido;

teniendo dicho anticuerpo una Clsp de menos de aproximadamente 5 ng/ml para cada uno de Alfa-PVP,
Pirovalerona, MDPV, Nafirona y 4-Metoxi-alfa-pirrolidinopentiofenona.

7. El anticuerpo de la reivindicacion 6 que tiene una Clsp de menos de aproximadamente 1 ng/mi para cada uno de
25 Alfa-PVP, Pirovalerona, MDPV, Nafirona y 4-Metoxi-alfa-pirrolidinopentiofenona.

13



ES 2 668 776 T3

8. Un método para detectar o determinar uno o mas de Alfa-PVP, Pirovalerona, MDPV, Nafirona y 4-Metoxi-alfa-
pirrolidinopentiofenona en una muestra in vitro o en una disolucién que comprende poner en contacto la muestra o
disolucion con un agente de deteccion y un anticuerpo de las reivindicaciones 6-7, detectar el conjugado unido y
deducir la presencia de uno o mas de Alfa-PVP, Pirovalerona, MDPV, Nafirona y 4-Metoxi-alfa-
pirrolidinopentiofenona.

9. Un kit que comprende un anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 6 a 7.

10. El kit de la reivindicacién 9 en el que el anticuerpo se adsorbe a o se une a un dispositivo en estado sdlido.

11. El kit de la reivindicacién 10 en el que el dispositivo en estado sélido es un biochip de ceramica.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3

17



%B/B0

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

E15188130

ES 2 668 776 T3 08-05-2018
N
Se
\'-o\
e ———
( —*
00 1,0 20 3,0 4.0 50 6,0 7.0 8.0 9.0 10,0
a-PVP {ng/ml)

Figura 4
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