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DESCRIPCION

Agentes de etiquetado doble basados en vinilsulfona.

La presente invencidn se refiere a un compuesto de formula general (I) que comprende dos moléculas etiquetas y
un grupo vinilsulfona, cuya funcién es llevar a cabo la unién covalente a las moléculas susceptibles de etiquetado. La
presente invencién también se refiere a sus procedimientos de obtencion y a sus usos. Més particularmente, se refiere
al uso de estos compuestos conteniendo simultdneamente biotina y fluoréforos, para el etiquetado de biomoléculas y
a sus aplicaciones biotecnolégicas.

/\/Y\ 3 O/\
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Estado de la técnica anterior

El etiquetado de biomoléculas es una herramienta bésica en el campo de la gendmica y la protedmica para la
deteccion, purificacién y estudio de interacciones entre biomoléculas.

De entre la gama de etiquetados de biomoléculas que son plausibles, destacan por su especial importancia los
etiquetados con fluoréforos y con biotina debido a sus aplicaciones biotecnoldgicas y su impacto comercial.

El etiquetado fluorescente es un elemento clave para la deteccién y andlisis de biomoléculas (Patton, W.F. Elec-
trophoresis (2000), vol. 21, pp. 1123-1144) y es el motor de una industria de miles de millones de euros. Las ventajas
del etiquetado fluorescente, frente a métodos convencionales como son el azul Coomassie, la plata, el oro coloidal o
la radioactividad son las siguientes:

- Deteccion rpida y de sensibilidad elevada: cada etiqueta fluorescente puede originar del orden de 107-10® fotones
por segundo.

- Versatilidad: Distintos etiquetados originan distintos “colores”, siendo posible realizar un etiquetado “policromd-
tico” como el empleado, por ejemplo, en la secuenciacién de ADN (Smith, L., et al., Nature (1986), vol. 321, pp. 674-
679).

- Inercia: Tamailo y propiedades del fluoréforo raramente interfieren con la biomolécula marcada.

- Localizacion de la sefial en el punto de etiquetado, a diferencia del etiquetado enzimatico.

Sin embargo, su potencial va més alld de la deteccién pasiva dado que técnicas como la polarizacién de fluores-
cencia y FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer, también denominado Forster Resonance Energy Transfer)
permiten evaluar cambios conformacionales, interacciones entre proteinas o entre proteina y ligando. La medida de la
polarizacién proporciona informacidn sobre orientaciones y movilidad que permite estudiar las interacciones receptor-
ligando (Jameson, D.M., Seifried, S.E., Methods (1999), vol. 19, pp. 222-233). FRET es una interaccién entre fluord-
foros en la cual la excitacién pasa de un fluoréforo excitado (donante) a otro que se excita (aceptor) sin la emisién de
un fotén. Esta interaccidn se produce cuando la longitud de onda de emisién del donante es muy préxima a la de exci-
tacion del aceptor y es muy dependiente de la distancia entre donante y aceptor, por lo que se ha empleado como regla
(Remedios, C.G., Moens, P.D., J. Struct. Biol. (1995), vol. 115, pp. 175-185) para analizar cambios conformacionales
¢ interaccion entre biomoléculas.
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Actualmente existe una gran cantidad y variedad de fluoréforos. Entre los empleados para el etiquetado de biomo-
léculas se encuentran el dansilo, la fluoresceina y la rodamina B, cuyas caracteristicas fundamentales y algunas de sus
aplicaciones se resumen en la tabla adjunta:

Fluoréforos A A Algunas aplicaciones
absorcién | emision

Etiquetado para deteccién en general
Dansilo 335nm |518 nm [Rendimiento cuantico dependiente del
medio: analisis interaccién receptor ligando

FRET con Triptéfano (donante) y con
fluoresceina (aceptor) (Gettins, P.G.W.,
Olson, S.T. Methods (2004), vol. 32, pp.

N 110-119)

Etiquetado para deteccién en general \
Fluoresceina 494 nm | 518 nm |Aplicacién en polarizacién de fluorescencia
FRET con Rodamina (aceptor) (Ghosh, S.S.,
et al., Nucleic Acids Res. (1994), vol. 22, pp.
3155-3159)

homo-FRET (Hamman, B.D., et al.,
Biochemistry (1996), vol. 35, pp. 16680-
16686)

Etiquetado para deteccion en general
Rodamina B |543 nm |565 nm |Aplicacién en polarizacion de fluorescencia
FRET con fluoresceina o dansilo
(donadores) (Yegneswaran, S., et al., J. Mol
Biol. (2003), vol. 278, pp. 14614-14621)

Por otro lado, el etiquetado con biotina también tiene gran importancia biotecnoldgica (Wilchek, M.; Bayer, E. A.,
Anal. Biochem. (1988), vol. 171, pp. 1-32). La biotina es una molécula que actia como grupo prostético de determi-
nadas carboxilasas relacionadas con el metabolismo del diéxido de carbono. Sin embargo, su interés biotecnolégico
radica en la alta especificidad y afinidad que la avidina, estreptavidina y otras proteinas relacionadas presentan por
esta biomolécula (constante de disociacién del orden de 107 M), haciendo que la interaccion tenga la fortaleza de
un enlace covalente sin serlo. Asf, la biotinilizacién transforma moléculas dificilmente detectables en sondas que pue-
den ser detectadas o capturadas con avidina/estreptavidina marcadas o inmovilizadas. Este principio es comitin para
localizar antigenos en tejidos, células y para detectar biomoléculas en inmunoensayos y en pruebas de hibridacién
de ADN. Sin embargo, para determinadas aplicaciones, como por ejemplo la purificacién mediante cromatografia de
afinidad, se necesita que la interaccion biotina-avidina sea reversible, para lo cual se puede modificar tanto la avidina
(por nitrosacidn de las tirosinas del centro activo (Morag, E., et al.,, Biochem. J. (1996), vol. 316, pp. 193-199) como
usar derivados de biotina (destiobiotina e iminobiotina). Existen biotinas marcadas fluorescentemente para cuantificar
los sitios activos de la avidina (Gruber, H. J, et al., Biochim. Biophys. Acta (1998), vol. 1381, pp. 203-212) y biotina
etiquetada con DNP (DNP-X-biocytin-X; US5180828A) (dinitrofenol), etiquetado versatil que ademds de actuar co-
mo cromoforo es reconocido por anticuerpos anti-DNP, permitiendo la correlacidn entre fluorescencia y estudios de
microscopia electrénica. Existe también en el mercado peroxidasa de rabano picante (HRP) etiquetada con biotina.

Un aspecto fundamental de cara al uso de cualquier etiquetado es la unién a la biomolécula y la estabilidad de dicha
unién. Desde un punto de vista quimico existen cuatro grupos presentes en las biomoléculas susceptibles de actuar
como dianas para el anclaje de los reactivos de etiquetado convenientemente derivatizados a través de la formacién de
un enlace covalente, como son las aminas, tioles, alcoholes y dcidos carboxilicos, que a continuacién se detallan:
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Aminas: Son la diana mds comtn de los reactivos de modificacién covalente y la principal en proteinas. En la
mayorfa de estas biomoléculas el extremo amino esta libre y ademds précticamente todas tienen lisina, residuo en cuya
cadena lateral hay un grupo e-amino féacilmente modificable dado que se localiza mayoritariamente en la superficie
de las proteinas. Estos grupos reaccionan con reactivos acilantes y la reactividad es dependiente del reactivo acilante,
del tipo de amina, basicidad y pH de reaccién. Las aminas alifdticas, como la de la cadena lateral de la lisina, son
moderadamente bésicas y reaccionan con la mayorfa de los reactivos acilantes a pH superior a 8.

Tres son las derivatizaciones de los reactivos de etiquetado que reaccionan con las aminas de las biomoléculas:

- Succinimidil ésteres. Reaccionan con aminas para originar amidas. Es la derivatizacién mds frecuente dada la
estabilidad del enlace amida que se genera. Reaccionan bien con aminas alifdticas y presentan baja reactividad con
aminas aromaticas, alcoholes, fenoles (tirosina) e imidazoles (histidina). En presencia de tioles (cisteina) pueden
formar tiosteres pero en proteinas el grupo acilo puede ser transferido a una amina vecina. Uno de los principales
inconvenientes de los succinimidil ésteres es su solubilidad, que en algunos casos puede ser muy baja. Por ello, en el
mercado existen derivados de dcidos carboxilicos que pueden convertirse en sulfosuccinimidil ésteres (Staros, I.V., et
al., Anal. Biochem. (1986), vol. 156, pp. 220-222) o STP ésteres (Gee, K.R., et al., Tetrahedron Lett. (1999), vol. 40,
pp- 1471-1474), que son mds polares, y por ello més solubles en agua, aunque también menos reactivos con aminas
poco expuestas.

- Isotiocianatos. Reaccionan con aminas para formar tioureas, las cuales son razonablemente estables en la mayoria
de los casos.

- Cloruros de 4cido sulfénico. Reaccionan con aminas y producen sulfonamidas. Son muy reactivos e inestables en
medios acuosos, especialmente al pH alcalino necesario para que reaccionen con las aminas aliféticas, por lo que se
trabaja a baja temperatura. Una vez conjugados el enlace es extremadamente estable y resistente. También reaccionan
con fenoles (tirosina), alcoholes alifaticos (polisacdridos), tioles (cisteina), e imidazoles (histidina), aunque los conju-
gados con tioles e imidazoles son inestables y los conjugados con alcoholes aliféticos pueden sufrir desplazamientos
nucleofilicos.

- Otras funcionalizaciones pueden ser: aldehidos y agentes arilantes. Aldehidos que reaccionan con las aminas
para formar bases de Schiff. Se han preparado derivados del o-ftalaldehido (OPA), naftalendicarboxaldehido (NDA)
y 3-acrilquinilencarbaxaldehido (OTTO-TAG) y se han empleado para cuantificacién de aminas en solucién (Liu, J.,
Hsieh, et al., Anal. Chem. (1991), vol. 163, pp. 408-412). Y agentes arilantes como el cloruro o fluoruro de 4-nitro-
2,1,3-benzoxadiazol (NBD) (Watanable, Y., Imai, K., J. Chromatogr, (1982), vol. 239, pp. 723-732).

Tioles: Son dianas mds selectivas que el grupo amino, pues son poco frecuentes en biomoléculas y para ser reactivos
tienen que estar libres (no formar puente disulfuro). El grupo sulthidrico puede ser introducido en la macromolécula a
marcar via modificacién quimica, reduccién de puentes disulfuro o via intefna (Tan, L.P., Yao, 8.Q., Protein and Pept.
Lett. (2005), vol. 12, pp. 769-751) (en el caso de proteinas), o mediante mutagénesis dirigida para introducir cisteina.

Los grupos tioles reaccionan a pH fisioldgico (pH 6.5-8) con reactivos alquilantes (como son las yodoacetamidas
y las maleimidas) o arilantes (como el 7-cloro ¢ 7-fldor-4-nitro-2,1,3-benzoxadiazol (NBD)), para originar ticéteres
estables. Reaccionan también con muchos de los reactivos acilantes de aminas, incluyendo isotiocianatos y succini-
midil ésteres. También los disulfuros simétricos como la didansyl-L-cisteina o el 4cido 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzoico)
(DTNB) (Daly, T.J., et al., Biochemistry (1986), vol. 25, pp. 5468-5474) reaccionan con los tioles para dar uniones de
tipo disulfuro no simétrico.

Alcoholes: La funcién hidroxilo estd presente en las cadenas laterales de la tirosina, serina y treonina, en esteroles
y carbohidratos, pero su reactividad en soluciones acuosas es extremadamente baja, especialmente en proteinas por
la presencia de nucledfilos mds activos como las aminas y los tioles. Una funcién que reacciona especificamente
con dioles vecinales es el 4cido borénico y forma complejos ciclicos (Gallop, PM., er al., Science (1982), vol. 217,
pp. 166-169). Sin embargo, un procedimiento estdndar para incrementar la reactividad, especialmente en el caso de
carbohidratos, es la oxidacién con peryodato para originar la funcidn aldehido. Las principales funcionalizaciones
de los reactivos de etiquetado que reaccionan con la funcién aldehido de las biomoléculas son: amina, hidrazidas,
semicarbazida, carbohidrazida y O-alquilhidroxilaminas.

Acidos carboxilicos: Son abundantes en macromoléculas pero poco reactivos, por lo que es habitual derivatizarlos
de forma tal que se introducen aminas que reaccionan con las funcionalizaciones anteriormente descritas.

Actualmente es posible adquirir comercialmente toda una gama de productos de etiquetado con fluorescencia y
con biotina convenientemente derivatizados. La estrategia mds frecuente para funcionalizar los reactivos de etiquetado
es la derivatizacién como succinimidil ésteres para reaccionar con las funciones aminas de la biomolécula.

Por otro lado, y desde una perspectiva quimica las sulfonas ,8-insaturadas (vinil sulfonas) son reconocidas como
intermediarios sintéticos de gran utilidad debido fundamentalmente a su capacidad para participar en reacciones de
adicién 1,4 (aceptores de Michael). Adicionalmente, las vinilsulfonas son faciles de preparar, a través de una amplia
variedad de procesos sintéticos, y de manipular (Simphinks, N. S., Tetrahedron (1990), vol. 282, pp. 6951-6984). Estas
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caracteristicas han encontrado recientemente utilidad en el disefio de farmacos y en quimica médica cuando se demos-
tr6 su capacidad para inhibir de forma potente y reversible una variedad de procesos enzimdticos, fundamentalmente
aquellos en los que estdn implicados cistein proteasas a las que se unen a través de reacciones de adicién con el grupo
tiol presente en el residuo de cisteina del sitio activo de estas enzimas (Meadows, D. C., et al., Med. Res. Rev. (2006),
vol. 26(6), pp. 793-814).

Sin embargo, desde un punto de vista biotecnoldgico su potencial va mds alld. La reactividad de las vinilsulfonas
con biomoléculas se ha aprovechado para la introduccién de polietilenglicol via reaccién con tioles (Morpurgo, M.,
et al., Bioconjug. Chem. (1996) vol. 7, pp. 363-368), para la formacidn de hidrogeles mediante entrecruzamiento de
péptidos con polietilenglicol funcionalizado con vinilsulfona (Rizzi, S. C., et al., Biomacromolecules (2006), vol. 7,
pp. 3019-3029) y para la introduccién de moléculas de glucosa derivatizada con vinilsulfona via reaccion con las
aminas de las proteinas (Lopez-Jaramillo, et al., Acta Cryst. (2005) vol. F61, pp. 435-438).

Como marcadores, se han descrito diferentes compuestos coloreados que contienen grupos vinilsulfona. En este
sentido, la patente US4473693 describe colorantes, para el marcaje intracelular, basados en amarillo Lucifer y que
contienen un grupo vinilsulfona. En la patente EP0187076 se describen compuestos fluorescentes que contienen un
grupo vinilsulfona, estos compuestos son titiles para estudios inmunolégicos.

Explicacion de la invencién

En la presente invencién se proporciona un nuevo compuesto de férmula general (I) que comprende dos moléculas
etiquetas de distinta naturaleza, ademds de un grupo vinilsulfona, y que permite llevar a cabo el etiquetado de biomo-
léculas de una forma altamente eficaz y sencilla. Estos compuestos constituyen una alternativa a las derivatizaciones

empleadas en protedmica y gendmica para introducir un reactivo de etiquetado en biomoléculas.

Por tanto, un primer aspecto de la presente invencidn se refiere a los compuestos de férmula general (I) (a partir de
ahora compuestos de la invencion):

D s
(

N§N/
(1)

donde:
Y es el grupo -SO,R- 6 no existe; donde

R es un radical, sustituido o no sustituido, seleccionado del grupo que comprende un alquilo (C;-Cyp), un dialqui-
larilo ((Cy-Cyo)Ar(C;-Cy)) 6 un grupo (CH,CH,0),CH,CH,; donde n toma valores de 2 a 20;

Z es un radical, sustituido o no sustituido, seleccionado del grupo que comprende un alquilo (C;-Cyy), un dialqui-
larilo ((C,-Cy)Ar(C,-Cyp)) o un grupo (CH,CH,0),CH,CH,; donde n toma valores de 2 a 20, preferiblemente n toma
valores de 2 a 10, mas preferidamente n es 2, 3,4 o 5 y atin més preferiblemente n es 2.

En una realizacion preferida, Z es un grupo alquilo (C;-Cs); y més preferiblemente es un metilo (-CHy-) 6 un
alquilo (-CH,CH,-).

m toma valores de 1 a 20 y representa una cadena alifitica (lineal o ramificada, sustituida o no sustituida). Preferi-
blemente m toma valores de 1 a 10, mds preferiblemente de 1 a 5 y atin mds preferiblemente m es 1.

=,

diferente naturaleza.

cada figura representa de forma independiente una molécula etiqueta. Cada molécula es de
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Cuando Y es un grupo -SO,R, los compuestos de la férmula general (IV):

0, 0,

En una realizacion preferida, R es un grupo (CH,CH,0),CH,CH,. En otra realizacién preferida, n puede tomar un
valor de entre 2 a 10, mas preferiblemente n es 2, 3,4 6 5 y ain mas preferiblemente n es 2.

Cuando Y no existe, los compuestos de la invencién tienen la férmula general (V):

5

b

N\\N,
V)

Por “alquilo” se entiende en la presente invencion a cadenas aliféticas, lineales o ramificadas, que tienen de 1 a 10
dtomos de carbonos, mds preferiblemente tienen de 1 a 5 dtomos de carbono, por ejemplo, metilo, etilo, n-propilo, i-
propilo, n-butilo, tert-butilo, sec-butilo, n-pentilo, etc.

Por “dialquilarilo” se entiende en la presente invencién a un grupo arilo que estd sustituido con dos grupos alquilo
que tienen de 1 a 10 dtomos de carbono, m4s preferiblemente tienen de 1 a 5 dtomos de carbono. Los grupos alquilo
pueden ser iguales o diferentes, preferiblemente son iguales. Y por “arilo” se entiende en la presente invencién a
una cadena carbociclica aromitica, que tienen de 6 a 12 dtomos de carbono, pueden ser de anillo dnico 6 muiltiple,
separado y/o condensado. Los grupos arilo tipicos contiene de 1 a 3 anillos separados o condensados y desde 6 hasta
aproximadamente 18 4tomos de carbono de anillo, tales como radicales fenilo, naftilo, indenilo, fenantrilo o antracilo.

El término “molécula etiqueta” se refiere en esta descripcidn a cualquier sustancia biorreconocible, colorante,
fluoréforo o cualquier otro grupo detectable por técnicas espectrofotométricas, fluorométricas, de microscopia Gptica,
fluorescencia o confocal, anticuerpos y/o RMN, y que permite ficilmente la deteccién de otra molécula que por si sola
es dificil de detectar y/o cuantificar. Preferentemente, esta molécula etiqueta es biotina o un fluordforo seleccionado de
entre marcadores fluorescentes que contienen o son susceptibles de ser derivatizados para la introduccién de un grupo
dcido carboxilico, un grupo dcido sulfénico é un grupo azido, a partir de ahora representadas las moléculas etiqueta,
con grupos 4cido carboxilico 6 dcido sulfénico, también segtin las figuras:

0
O N
6 -
WOH @—2 OH

Mas preferiblemente estos fluoréforos son fluoresceina, dansilo, rodamina o cualquiera de sus derivados. Los
derivados de las moléculas etiqueta pueden ser halogenuros de 4cido 6 de sulfonilo, y mds preferiblemente cloruros
de dcido o de sulfonilo.

En la presente invencion, las dos moléculas etiqueta que incluyen los compuestos de la invencién son de diferente
naturaleza.
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Un segundo aspecto de la presente invencion se refiere a un método de obtencién de los compuestos de la invencién
de férmula general (IV), es decir, cuando Y es el grupo -SO;R, y que comprende:

reaccionar:

- una vinilsulfona funcionalizada de férmula general (II), conteniendo al menos un grupo amino y un grupo alqui-
nilo terminal, para la unién con las moléculas etiqueta,

HN/\/SOZ\R/SO2J

O

N
(N

donde R y m estdn definidos anteriormente.

- con una molécula etiqueta que contiene un grupo 4cido carboxilico, un grupo 4cido sulfénico o cualquiera de

los derivados activados de estas funciones antes o después de reaccionar con un azido derivado de otra molécula de
etiquetado de diferente naturaleza a la anterior, segun cualquiera de los siguientes esquemas:

0
1) G o Ip—5-0H
OH 0o
HN/\/SOZ‘R’SOZJ - Q_N/\/S\R,S\/

(K (n 2) Q_Z_Ns (L)R'I:;N—Zﬂ )

1) Z-N
o S 0 o

$0,_..80,__~»
<>\ R
( g\ 0 9 (
NN () D 6 QB—5-0H =
OH 0 N:N'N—Z—Q (V)

donde: Z, m y R estdn definidos anteriormente.

El orden secuencial de estas reacciones es indistinto, primero puede reaccionar el 4cido derivado de una molécula
etiqueta o cualquiera de sus derivados activados con el compuesto de férmula general (II) para formar una unién de
tipo amida o sulfonamica y posteriormente el azido derivado de otra molécula etiqueta; o primero puede reaccionar el
azido derivado de una molécula etiqueta con el compuesto de formula general (I) y posteriormente el dcido de otra
molécula etiqueta o cualquiera de los derivados activados de esta funcidn, obteniéndose de la misma forma, y en los
dos casos, el compuesto de férmula general (IV) que corresponde al compuesto de férmula general (I) de la invencidn
cuando Y es el grupo -SO,R.

En una realizacion preferida de la presente invencién, se puede utilizar el cloruro de dcido derivado o el cloruro de
sulfonilo derivado de las moléculas etiquetas.

Un tercer aspecto de la presente invencion se refiere 2 un método de obtencién de los compuestos de la invencién
de férmula general (V), es decir, cuando Y no existe, y que comprende:

reaccionar:

- un compuesto derivado de 2-{[w-alquinilalquilamino)ethyl]sulfonyl}etanol de férmula (III), conteniendo al me-
nos un grupo amino secundario y un grupo alquinilo terminal para la unién con moléculas de etiquetado,

Mo ()

m—=

donde m estd definido anteriormente.
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- con una molécula etiqueta que contiene un grupo 4cido sulfénico, mds preferiblemente una molécula etiqueta
derivada con un grupo cloruro de sulfonilo, y posterior reaccién con un azido derivado de otra molécula de etiquetado
diferente de la anterior:

Donde: Z y m estdn definidos anteriormente.

El orden secuencial de las reacciones es el indicado anteriormente, obteniéndose mediante este procedimiento
compuestos de férmula general (V) que corresponden a los compuestos de férmula general (I) de la invencién cuando
Y no existe.

Una realizacién preferida de la presente invencidn comprende vinilsulfonas funcionalizadas de férmula general
(IT) donde R es el grupo (CH,CH,0),CH,CH,, n estd descrito anteriormente; n puede tomar un valor de entre 2 a 10,
més preferiblemente n es 2, 3,4 6 5 y atin mds preferiblemente n es 2. Estas vinilsulfonas funcionalizadas se pueden
obtener por reaccidn de divinilsulfona (DVS) con etilenglicol (cuando n es 2) 6 derivados de polietilenglicol (cuando
n es mayor de 2) y posterior reaccién de uno de los grupos vinil sulfona con w-aiquinilalquilamino a través de una
reaccion de adicién tipo Michael, como se muestra a continuacion:

En otra realizacién preferida de la presente invencién el compuesto de férmula (IIT) es 2-{[2-(prop-2-in-1-ilamino)
etill]sulfonil }etanol que se puede obtener por reaccion de (2-etenilsulfonil)etanol y propargilamina, segtin el siguiente
esquema:

NH,

X

xS0
AN 2/\OH

De esta forma, los compuestos de férmulas (IT) y (III) son compuestos trifuncionales con grupos que presentan una
reactividad ortogonal entre si, circunstancia que permite modular su reactividad. Asi, segtin cualquiera de los méto-
dos de la presente invencion, las vinilsulfonas de férmula general (II) y (IIT) permiten llevar a cabo la incorporacién
de cualquier molécula etiqueta que contenga grupos funcionales con una reactividad complementaria a los grupos
presentes en las mismas y que dejen inalterado un grupo vinilsulfona el cual es usado para la posterior ligacién a
las biomoléculas. En particular y dado que las vinisulfonas de férmulas (II) de la realizacién preferida de la presente
invencién son portadoras de las funciones amino y alquinilo se pueden utilizar, pero sin limitarse a, derivados de molé-
culas etiqueta conteniendo: ) la funcidn cloruro de 4cido ¢ cloruro de sulfonilo y b) la funcién azido, respectivamente.
De forma alternativa dado que las vinisulfonas de férmulas (IIT) de la realizacién preferida de la presente invencién
son portadoras de las funciones amino, hidroxilo y alquinilo se pueden utilizar, pero sin limitarse a, derivados de
moléculas etiqueta conteniendo: a) la funcién cloruro de sulfonilo y b) la funcién azido.
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En una realizacién preferida de la presente invencién las moléculas etiqueta utilizadas son biotina y los fluoréforos
seleccionados de entre fluoresceina, dansilo o rodamina, o cualquiera de sus derivados. Una realizacién atin més

preferida
etiqueta:

de la presente invencién comprende los siguientes cloruros de dcido y el cloruro sulfonilo de estas moléculas

0 _Cl
. 0,8
HN” “NH
Cl O O
S N
o) ~ON

y también los azido derivados, que se indican a continuacién:

0O
) NS

0
N~
HN)LNH 0,5 N O
H OO COOH
S \/\Na XD
. ~ U
7N HO 0 0

En una realizacién preferida de la presente invencion, la obtencién de los compuestos de la invencion, agentes de
etiquetado doble, se lleva a cabo por reaccién de los anteriores derivados de moléculas etiqueta (cloruros de 4cido, clo-
ruros de sulfonilo y azido derivados) con vinilsulfonas de férmula general (I) 6 con 2-{[w-alquinilalquilamino)ethyl]
sulfonyl }etanol de férmula (III) a través de: a) reacciones de N-acilacién con cloruros de 4dcido de las etiquetas; o re-
acciones de N-sulfonacién con cloruros de sulfonilo y b) reacciones de cicloadicién 1,3-dipolares con azido derivados
de las moléculas etiqueta. El orden secuencial de estas reacciones es indistinto para el caso del primer método de la
invencién descrito, aunque en una realizacién preferida el orden es N-acilacidn/cicloadicidn. Para el caso del segundo
método de la invencion, anteriormente descrito, el orden secuencial de estas reacciones es N-sulfonacién seguido de
cicloadicién.

El uso de la funcién vinilsulfona como derivatizacidn de los reactivos de etiquetado para llevar a cabo la unién

covalente
a)
b)
<)
d)
e)
f)

g

h)
Y

biomolécula-compuesto de la invencidn, presenta las siguientes ventajas:
Estabilidad de los agentes de etiquetado.
Formacidn de una unién covalente estable.
La reaccién es rdpida y con altos rendimientos no generandose ningtin tipo de subproducto.
No se requieren grandes excesos de reactivos.
Las reacciones se llevan a cabo en ausencia de catalizadores por simple mezcla de los reactivos.
Las reacciones pueden llevarse a cabo en agua sin el uso de co-solventes.

Las reacciones pueden llevarse a cabo bajo condiciones fisiolégicas: medio acuoso, rango de pH estrecho,
temperaturas suaves.

Procesos de purificacién y aislamiento sencillos.

Existe una tolerancia hacia los otros grupos funcionales presentes en las biomoléculas distintos de los
grupos amino y tioles con los que reaccionan las vinil-sulfonas.

Por tanto, otro aspecto de la presente invencion se refiere al uso de los compuestos de férmula general (I) co-
mo agentes de etiquetado para el marcaje o etiquetado de moléculas, y més preferiblemente de biomoléculas. En la
presente invencion se entiende por “agente de etiquetado” aquellos compuestos capaces de unirse a una molécula y
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que ademds permitan la visualizacién, deteccidn y/o cuantificacién mediante espectroscopia (absorcién, fluorescen-
cia, RMN y otros), reaccion enzimitica (peroxidasa, fosfatasa alcalina y otros) o espectrometria (masas y otros) de la
molécula objeto del marcaje.

Los agentes de etiquetado doble conteniendo vinilsulfonas (compuestos de férmula general (1)) pueden ser ligados
a cualquier biomolécula que contenga grupos funcionales complementarios (grupos amino y grupos tioles) presentes
en las mismas de forma natural o artificial a través de una reaccidn de adicién tipo Michael. Ademds, los compuestos
son cornpatibles con la naturaleza biolégica de las biomoléculas y la reaccién de marcaje no requiere ninguna estrategia
de activacion.

En una realizacion preferida de la presente invencidn, las biomoléculas seleccionas son proteinas. En una reali-
zacion atin mas preferida de la presente invencion, las proteinas seleccionadas son albimina sérica bovina (BSA),
albumina sérica humana (HSA), lisozima, peroxidasa de rdbano picante, peroxidasa de alcachofa, GFP (Green fluo-
rescent protein) o Concanavalina A.

En una realizacion preferida de la presente invencion el etiquetado de proteinas se realiza en una solucién de las
mismas en un tampoén que no contenga aminas libres como por ejemplo, pero sin limitarse a, fosfato o HEPES, de
fuerza idnica moderada (50-200 mM) y pH bésico (7,5-8,7) y reaccién con un exceso de los reactivo de etiquetado de
férmula general (I) durante un tiempo suficiente (habitualmente durante unas horas a temperatura ambiente o toda la
noche a 4°C) elimindndose el exceso de reactivo mediante didlisis. El etiquetado se lleva a cabo mediante el siguiente
esquema:

H,N
HS

2
N s> D so, R
(1) N:N’N_Z—Q NtN'N‘Z_Q

Donde:
Y, 7 y m estdn definidos anteriormente;

R*puede ser NH G S; y

representa una biomolécula.

A lo largo de la descripcidn y las reivindicaciones la palabra “comprende” y sus variantes no pretenden excluir
otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencicn se desprenderdn en parte de la descripcion y en parte de la préctica de la invencién.
Los siguientes ejemplos y dibujos se proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la
presente invencion.

Descripcion de las figuras

Fig 1: Muestra la fluorescencia de gel SDS-PAGE de BSA tras reaccion con el agente de etiquetado doble 25 en
funci6n de las condiciones de reaccién. Calles 2, 3, 4 y 5 marcaje a temperatura ambiente y estequiometrias reactivo
de marcaje:protefna 5:1, 10:1, 25:1, y 50:1, respectivamente. Calles 6, 7, 8 y 9 marcaje a 37°C y estequiometrias 5:1,
10:1, 25:1, y 50:1, respectivamente. Calle 10 BSA control (sin marcar).

Fig 2: Muestra el espectro de emisién del agente de etiquetado doble 29 (A), de la HSA control (B) y de la HSA
marcada (C) tras excitacién a 280 nm.

Fig 3: Muestra la fluorescencia de gel SDS-PAGE tras reaccién con el agente de etiquetado doble 25 con la HRP
(Fig. 3A) y con la peroxidasa de alcachofa (Fig. 3B). De izquierda a derecha, las estequiometrias reactivo marca-
jerperoxidasa son 1:5, 1:10, 1:20, 1:30, 1:40 y 1:50.

Fig 4: Muestra la fluorescencia de gel SDS-PAGE tras reaccién de HRP con el agente de etiquetado doble 25
(calles de la izquierda) y 27 (calles de la derecha).

10
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Ejemplos

A continuacidn se ilustrard la invencién mediante unos ensayos realizados por los inventores, que ponen de mani-
fiesto la especificidad y efectividad de los compuestos de la invencidn.

Ejemplo 1
Sintesis de vinilsulfonas conteniendo grupos propargilo y aminas secundarias. Compuestos de férmula general (II).
I HO/\z/OH 0
S0, — % sozj[\/ %\/\ SO
1 3
HN
4
SN 0
5

Compuesto 3: A una disolucién de etilenglicol 2 (330 mg, 5.3 mmol) en THF (100 mL.) se le adicionaron DVS 1
(1.6 mL, 16 mmol) y t-BuOK (119 mg, 1.1 mmol). L.a mezcla de reaccion se dejo a temperatura ambiente (30 min). El
disolvente se eliminé por evaporacién a vacio. El crudo obtenido se purificé por cromatografia en columna (AcOFEt-
hexano 2:1 a 3:1) obteniéndose 3 como un sirope (800 mg, 51%).

Compuesto 5: A una disolucién de 3 (414 mg, 1.4 mmol) en Cl,CH,-isopropanol 2:1 se le adiciond propargilamina
4 (51 mg, 0.93 mmol). La mezcla de reaccién se dejé a temperatura ambiente (1 dia). El disolvente se eliminé por
evaporacion a vacio obteniéndose un crudo que se purificd por cromatografia en columna (AcOEt a AcOEt-MeOH
10:1) obteniéndose 5 como un sirope (170 mg, 52%).
Ejemplo 2

Sintesis de derivados de 2-{[2-alquinilamino)ethyl]sulfonyl }etanol de férmula general (IIT).

HS C'/Ysr s &
6 8
NH,
4
SO
HN/\/ 2‘/\OH Q xS0, ‘/\OH
\\ 1" 10

Compuesto 8: Una disolucién de mercaptoetanol 6 (300 mg, 3.84 mmol) en acetonitrilo anhidro (15 mL) se de-
soxigené por burbujeo de Ar durante 5 min. Se adicioné bromocloroetano 7 (0.7 mL, 7.68 mmol) y Cs,CO; (1.9 g,
5.76 mmol). La mezcla de reaccién se mantuvo con agitacién durante 16 h. Tras filtracién del Cs,COs, el disolvente
se eliminé por evaporacion a vacio y el crudo resultante se purifico por cromatografia en columna (éter-hexano 2:1)
obteniéndose 8 (410 mg, 76%).

Compuesto 9: A una disolucién de 8§ (237 mg, 1.68 mmol) en AcOH (8.5 mL.) se le adicioné H,O, del 33% (3.4

mL). La mezcla de reaccién se mantuvo a temperatura ambiente en la oscuridad durante 1 dia. Tras evaporacién a
vacio el crudo resultante se purific6 por cromatografia en columna (éter) obteniéndose 9 (182 mg, 63%).

11
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Compuesto 10: A una disolucién de 9 (0.846 g, 4.9 mmol) en THF (10 mL) se le adicioné Et;N (2 mL., 14 mmol).
La mezcla de reaccion se mantuvo a temperatura ambiente (1.5 h). El disolvente se eliminé por evaporacién a vacio y
el crudo resultante se purificé por cromatografia en columna (AcOEt) obteniéndose 10 (540 mg, 81%).

Compuesto 11: A una disolucién de 10 (577 mg, 4.24 mmol) en THF-isopropanol 1:2 (20 mL) se le adiciond
propargilamina 4 (212 mg, 3.85 mmol). La mezcla de reaccién se dejé a temperatura ambiente (1 dfa). El disolvente
se elimind por evaporacidn a vacio. El crudo obtenido se purificé por cromatografia en columna (AcOEt-MeOH 5:1)
obteniéndose 11 como un sélido (710 mg, 96%).

Ejemplo 3
Sintesis de derivados de cloruros de dcido

Ejemplo 3.1

Sintesis del cloruro de dcido derivado de biotina

JoL o
HN” NH HN™ NH
cl
S or s
2 ° 13 ©

Compuesto 13: Una disolucién de biotina 12 (200 mg, 0.82 mmol) en C1,SO (5 ml.) se mantuvo a temperatura
ambiente (1 h). El exceso de C1,SO se elimind por evaporacidn a vacio coevaporandose sucesivamente con tolueno
anhidro. El sirope obtenido corresponde al compuesto 13 y se usa directamente sin ningiin tipo de purificacion.

Ejemplo 3.2

Sintesis del cloruro de dcido derivado de rodamina B

O COOH O coc
—
) CLIC
AT g A AT
) N N

)

14 15

Compuesto 15: Una disolucién de rodamina B 14 (195 mg, 0.41 mmol) en POCI; (5 mL) y 1,2-dicloroetano (5 mL)
se mantuvo a reflujo (16 h). El exceso de POCl; y el disolvente se elimind por evaporacién a vacio coevapordndose
sucesivamente con tolueno anhidro. El crudo obtenido contiene el cloruro de rodamina 15 y es usado directamente sin
ningtn tipo de purificacion.

12
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Ejemplo 4
Sintesis de azido derivados
5 Ejemplo 4.1

Sintesis del azido derivado de biotina 17

0

10 HN o~ j\
HN" “NH 16 ° N7 ONH
cl H

15 N

S S \/\N3

3 © 7 O

20

Compuesto 17: A una disolucién en acetonitrilo anhidro (15 ml.) del cloruro derivado de biotina 13 obtenido
segin se indica en el ejemplo 3.1 a partir de biotina (0.3 g, 1.22 mmol) se le adicionaron 2-azido etilamina 16 (0.22 g,
2.45 mmol) y Et;N (0.525 mL) disueltos en acetonitirlo anhidro (5 mL.). La mezcla de reaccidn se dejé a temperatura
ambiente (15 min). El disolvente se eliminé por evaporacion a vacio y el crudo resultante se purificé por cromatografia
en columna (AcOEt-MeOH 5:1) obteniéndose 17 (0.28 g, 73%).

25
Ejemplo 4.2
20 Sintesis del azido derivado de dansilo 19
Cl H
Ozs N
HZN\/\N3 0,8” ~TON,
) C - 99
N
N 18 N 19

40 <N

Compuesto 19: A una disolucién de cloruro de dansilo comercial 18 (600 mg, 2.2 mmol) en Cl,CH, (15 mL) se
le adicionaron 2-azido etilamina 16 (390 mg, 4.5 mmol) y Et;N (0.5 mL, 3.5 mmol). L.a mezcla de reaccién se dejé
a temperatura ambiente (15 min). El disolvente se elimind por evaporacion a vacio. El crudo obtenido se purificé por
45 cromatografia en columna (éter-hexano 2:1) obteniéndose 19 como una espuma sélida (680 mg, 96%).

Ejemplo 4.3

50 Sintesis del azido derivado de fluoresceina 22

0 0
55 NH, HNJ\/CI HNJK/N:’

6 ‘ COOH ! COOH . COOH
HO 0 0 HO ) 0] HO o) 0

65
20 21 22

13
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Compuesto 21: A una disolucién de fluoresceinaamina 20 (450 mg, 1.3 mmol) en MeOH se le adiciond anhidrido
cloroacético (443 mg, 2.6 mmol). La mezcla de reaccién se dej6 a temperatura ambiente (1 dia). El precipitado que
fue apareciendo se filtrd, lavd (con MeOH y posteriormente éter) y secé obteniéndose asi 21 (440 mg, 80%).

Compuesto 22: A una suspensién de 21 (400 mg, 0.94 mmol) en MeOH (20 mL) se le adiciond azida sédica
(306 mg, 4.7 mmol). La mezcla de reaccién se irradié con MW (500 W, 65°C, 10 h). El disolvente se eliminé por
evaporacién a vacfo. El crudo obtenido se purificé por cromatograffa en columna (AcOEt, AcOEt-MeOH 1:1 a MeOH)
obteniéndose 22 como un sélido (330 mg, 82%).

Ejemplo 5
Sintesis de agentes de etiquetado doble basados en vinil sulfonas conteniendo biotina y fluordforos

Ejemplo 5.1

Sintesis de los agentes de etiquetado 24 y 25

9 l

Z—S\/\/\(N\/so’f\/q*/‘so/\
- 2

HO 0 0
L

NH
o}
NN i T

HN" NH Hi/ HN" NH RQ/
SOUN oI - SO s
0

24 25

Compuesto 23: Una disolucién de cloruro de biotina 13 en THF anhidro (15 ml.), obtenido a partir de biotina (200
mg, 0.82 mmol) segtin se indica en el ejemplo 3.1, se eniri6é en un bafio de agua-hielo y se le adicionaron 5 (353 mg,
1 mmol) y Et;N (0.230 mL, 1.6 mmol) disueltos en THE anhidro (5 mL). Se dej6 que la mezcla de reaccién alcanzara
la temperatura ambiente procediéndose entonces a la eliminacidn del disolvente por evaporacion a vacio. El crudo
obtenido se purificé por cromatografia en columna (AcOEt-MeOH 5:1) obteniéndose 23 como un sirope (438 mg,
92%).

Compuesto 24: A una disolucién de 23 (120 mg, 0.21 mmol) en MeOH (15 mL) se le adicionaron 19 (80 mg, 0.25
mmol), EN (0.09 ml, 0.62 mmol) y Cul(C,HsO);P (8 mg, 0.022 mmol). I.a mezcla de reaccién se dejo a temperatura
ambiente (3.5 h). El disolvente se eliminé por evaporacién a vacio. El crudo obtenido se purificé por cromatografia en
columna (AcOEt-MeOH 3:1) obteniéndose 24 como un sélido (167 mg, 90%).

Compuesto 25: A una disolucién de 23 (115 mg, 0.2 mmol) en MeOH (15 mL) se le adicionaron 22 (102 mg,
0.24 mmol), Et;N (0.085 mL, 0.4 mmol) y Cul(C,H;0)sP (10 mg, 0.023 mmol). La mezcla de reaccién se dejé a
ternperatura ambiente (3.5 h). El disolvente se elimind por evaporacién a vacio. El crudo obtenido se purificé por
cromatografia en columna (AcOEt-MeOH 3:1 a MeOH) obteniéndose 25 como un sélido (140 mg, 70%).

14
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Ejemplo 5.2

Sintesis del agente de etiquetado 27

17

HN NH

Compuesto 26: Una disolucién del cloruro de rodamina B 15 en THF anhidro (15 mlL), obtenido a partir de
rodamina B (195 mg, 0.41 mmol) segtin se indica en el ejemplo 3.2, se enfrié en un bafio de agua-hielo y se le
adicionaron 5 (174 mg, 0.49 mmol) y Et;N (0.174 mL, 1.22 mmol) disueltos en THE anhidro (5 mL). Se dejé que
la mezcla de reaccion alcanzara la temperatura ambiente procediéndose entonces a la eliminacién del disolvente por
evaporacion a vacio. El crudo obtenido se purificé por cromatografia en columna (C1,CH,-MeOH 20:1) obteniéndose
26 como un sélido (272 mg, 86%).

Compuesto 27: A una disolucién de 26 (140 mg, 0.18 mmol) en MeOH (15 mL) se le adicionaron el azido derivado
17 (69 mg, 0.22 mmol), Et;N (0.080 ml., 0.057 mmol) y Cul(C,H;0);P (10 mg, 0.029 mmol). La mezcla de reaccién
se dej6 a temperatura ambiente (3.5 h). El disolvente se eliminé por evaporacion a vacio. El crudo obtenido se purificé
por cromatograffa en columna (AcOEt-MeOH 3:1 a MeOH) obteniéndose 27 como un sélido (141 mg, 72%).
Ejeruplo 5.3

Sintesis del agente de etiquetado 29

CC
18 Oe OzS\N/\/soz A\

1 17 N 0
OZS\N/\/SOZA —_— X‘\N
\ N HN” “NH
N
HN
28 29 )
0
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Compuesto 28: A una disolucién de 11 (160 mg, 0.84 mmol) en CH,Cl, anhidro (20 mL.) se le adicioné cloruro de
dansilo 18 (680 mg, 2.52 mmol) y Et;N (0.71 mL, 5.02 mmol). La mezcla de reaccion se dejé a temperatura ambiente
(1 dia). El disolvente se elimind por evaporacion a vacio. El crudo obtenido se purificé por cromatografia en columna
(AcOEt-hexano 2:3) obteniéndose 28 como un sirope (230 mg, 68%).

Compuesto 29: A una disolucién de 28 (128 mg, 0.31 mmol) en MeOH (15 mL) se le adicionaron el compuesto
17(89 mg, 0.29 mmol), Et;N (0.080 mL, 0.57 mmol) y Cul(C,H;0);P (10 mg, 0.0.29 mmol). La mezcla de reaccién
se dejé a temperatura ambiente (2 h). El disolvente se eliminé por evaporacién a vacio. El crudo obtenido se purificé
por cromatograffa en columna (AcOEt-MeOH 4:1) obteniéndose 29 como un sélido (188 mg, 92%).

Ejemplo 6
Ftiquetado doble de proteinas con biotina-fluordforo

El etiquetado de proteinas se realiza segun el siguiente protocolo general: una disolucién de proteina en un tampén
que no contenga aminas libres, como por ejemplo fosfato o HEPES, de fuerza fénica moderada (50-200 mM) y pH
bésico (7,5-8,7) se hace reaccionar con 5 moles de reactivo de marcaje por mol de proteina durante un tiempo suficiente
(habitualmente durante toda la noche a temperatura ambiente). El exceso de reactivo se elimina mediante didlisis.

Ejemplo 6.1
FEtiquetado de albiimina sérica bovina (BSA) con el agente de etiquetado doble 25

La BSA tiene un peso molecular de 66.4 kDa y 4.8 de punto isoeléctrico, es hidrosoluble y estable en solucién por
lo que es un buen modelo para estudiar las condiciones 6ptimas de marcaje. Se estudié la influencia de la temperatura
(temperatura ambiente y a 37°C) y la estequiometria (reactivo marcaje:protefna 5:1, 10:1, 25:1 y 50:1) en la reaccidn
de marcaje. Se analizé la eficacia del marcaje mediante electroforesis en SDS-PAGE vy la fluorescencia se visualizo
con un transiluminador comercial (A=365 nm) (Fig. 1). El resultado muestra que tanto la temperatura como las ele-
vadas estequiometrias provocan un incremento de peso molecular del enzima consecuencia de un mayor nimero de
moléculas de reactivo de doble marcaje unido a la BSA, aunque a efectos de fluorescencia de “visu” no se observan
diferencias significativas.

Ejemplo 6.2
FEtiquetado de albiimina humana (HSA) con el agente de etiquetado doble 29

La albumina sérica es la proteina mds abundante en el sistema circulatorio, responsable del 80% de la presién
oncética de la sangre y el principal transportador de 4cidos grasos, hormonas poco hidrosolubles o farmacos que de
otra forma son insolubles en el suero. La reaccion de marcaje se realizé durante 12 horas y agitacién a 4°C en tampén
carbonato 0.1 M pH 9 y con una estequiometria HSA:reactivo de marcaje 1:20. El exceso de agente de etiquetado
doble se bloqueo con etanolamina y se elimind mediante didlisis frente a tampén PBS.

La reaccién de marcaje se puso de manifiesto mediante FRET. El experimento se realiz6 en un fluorimetro Shi-
madzu RF-5301 PC con una cubeta de cuarzo de 1 mL. y 1 cm de paso de luz. La concentracién de las muestras fue
0.1 mg/ml (en PBS). Se excité a 280 nm que, es la longitud de onda de excitacion del triptéfano presente en la HSA, y
se recogio el espectro de emisién desde 300 hasta 550 nm. Los resultados muestran que la proteina marcada presenta
un espectro de emisién tipico a 500-550 nm como consecuencia de la excitacién del dansilo por la transmisién de la
energia de fluorescencia emitida por el triptéfano excitado a 280 nm de la propia proteina (Fig 2). Ni la proteina sin
marcar ni el agente de etiquetado doble 29 presentan este madximo de fluorescencia cuando son excitados a 280 nm lo
que demuestra la existencia de FRET en la proteina etiquetada.

Ejemplo 6.3
Etiquetado de lisozima con el agente de etiquetado 25

La lisozima de huevo tiene un peso molecular de 14.3 kDa, un punto isoeléctrico del orden de 11 y es soluble en
agua. Su punto isoeléctrico y bajo peso molecular la hacen un buen modelo para complementar los estudios realizados
con BSA. Se estudi6 la influencia de la temperatura (temperatura ambiente/37°C) y la estequiometria (reactivo marca-
jerprotefna 5:1, 10:1, 25:1 y 50:1) en la reaccién de marcaje. Se analizé la eficacia del marcaje mediante electroforesis
en SDS-PAGE y la fluorescencia se visualizé con un transiluminador comercial (4=365 nm), comprobdndose que tanto
la temperatura como las elevadas estequiometrias provocan un descenso en la solubilidad consecuencia de un mayor
nimero de moléculas de reactivo de doble marcaje unidas a lisozima. Los mejores resultados se obtuvieron cuando la
reaccion de marcaje se llevé a cabo a temperatura ambiente y estequiometria 5:1.
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Ejemplo 6.4.
Peroxidasas de rdbano picante y de alcachofa con los agentes de etiquetado doble 24, 25, 27 y 29

Las peroxidasas son enzimas que catalizan la reduccién de perdxido de hidrégeno con la ayuda de un sustrato que
pierde dos 4tomos de hidrégeno. Son utilizadas ampliamente en bioquimica clinica. Ademds, al tratarse de glicoprotei-
nas son un buen modelo para evaluar la capacidad del reactivo de marcaje para reaccionar con protefnas protegidas por
una “cubierta” de carbohidratos. Se seleccionaron las peroxidasas de rdbano picante y alcachofa porque la primera es
la peroxidasa de referencia en aplicaciones biotecnoldgicas y la segunda por presentar una gran resistencia a la accién
de proteasas, probablemente como consecuencia de una mayor densidad de carbohidratos.

Se realizaron experimentos de marcaje de la peroxidasa de rdbano picante con los reactivos 24 y 29 en tampon
HEPES 100 mM pH 8.5 a dos temperaturas (temperatura ambiente y 37°C) y tres estequiometrias agente etiqueta-
do:protefna (5:1, 10:1 y 50:1). La eficacia del marcaje se analizé mediante electroforesis en SDS-PAGE vy la fluores-
cencia se visualizé con un transiluminador comercial (=365 nm). Los resultados ponen de manifiesto la importancia
de la temperatura de marcaje, pues ninguna de las dos peroxidasas se marcé a temperatura ambiente independiente-
mente de la estequiometria, pero si a 37°C.

Se estudi6 el marcaje de 2 mg de ambas peroxidasas a 37°C (1 dfa) en tamp6n HEPES 100 mM, pH 8.5, con el
reactivo 25 y estequiometrias protefna:reactivo de marcaje 1:5, 1:10, 1:20, 1:30, 1:40 y 1:50. Las muestras se analizaron
mediante electroforesis en SDS-PAGE y la fluorescencia se visualizé con un transiluminador comercial (=365 nm).
El reactivo de marcaje reacciona, aunque de manera dependiente de la estequiometria y de la peroxidasa: elevadas
estequiometrfas originaron mayor fluorescencia y la HRP (Fig 3A) se marca mejor que la peroxidasa de alcachofa (Fig
3B).

La HRP, 2 mg/mL en HEPES 100 mM, pH 8.5, se hizo reaccionar con los reactivos de marcaje 25 y 27 usando
dos estequiometrfas diferentes (proteina:reactivo de marcaje 1:25 y 1:50) y 37°C (1 dia). Las muestras se dializaron
frente a tampon fosfato 50 mM pH 7.5, NaCl 100 mM para eliminar el exceso de reactivo de marcaje y se analizaron
mediante electroforesis en SDS-PAGE y la fluorescencia se visualizé con un (ransiluminador comercial (=365 nm).
Ambos reactivos de marcaje reaccionaron (Fig 4), y al igual que en los casos anteriores, 2 mayor estequiometria
mayor fluorescencia. Se analiz6 el efecto de la unién de los reactivos de doble etiquetado sobre la actividad y sobre la
capacidad para interaccionar con avidina. La actividad especifica de las peroxidasa marcadas es del orden del 65% de
las no marcadas, valor que estd en el rango de lo descrito por ¢l proveedor (SIGMA) para soluciones de peroxidasa en
tampoén pH 8 después de 10 dias, que es el tiempo que transcurrié desde el comienzo del marcaje hasta el estudio de la
actividad. La interaccién con avidina se puso de manifiesto incubando avidina inmovilizada sobre pocillos de placas
de ELISA con las enzimas marcadas, comprobandose, tras lavar, la presencia de actividad peroxidasa consecuencia de
la interaccidn de la avidina con las peroxidasas via la biotina del marcaje, demostrando la funcionalidad de la biotina
de los reactivos de doble marcaje.
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto de férmula general (I):

donde:
Y es el grupo -SO,R- 6 no existe; donde

R es un radical, sustituido o no sustituido, seleccionado del grupo que comprende un alquilo (C;-Cyp), un dialqui-
larilo ((Cy-Cy9)Ar(C,-Cyy)) 6 el grupo (CH,CH,0),CH,CH,; donde n toma valores de 2 a 20;

7 es un radical, sustituido o no sustituido, seleccionado del grupo que comprende un alquilo (C;-Cy), un dialqui-
larilo ((C;-C10)Ar(Cy-Cyp)) 6 un grupo (CH,CH,0),CH,CH,; donde n toma valores de 2 a 20;

m toma valores de 1 a 20; y

P,

representan, independientemente, una molécula etiqueta.
2. Compuesto segun la reivindicacién 1, donde las moléculas etiqueta se seleccionan de entre biotina, fluoréforo o
cualquiera de sus derivados.

3. Compuesto seglin la reivindicacion 2, donde el fluoréforo se selecciona de entre dansilo, fluoresceina, rodamina
o cualquiera de sus derivados.

4. Compuesto segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde Z es un alquilo (C;-Cs).
5. Compuesto segun la reivindicacion 4, donde Z es un grupo etilo.

6. Compuesto segtn la reivindicacién 4, donde 7 es un grupo metilo.

7. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde m es 1.

8. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde Y es el grupo -SO,R.

9. Compuesto segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a § donde R es el grupo (CH,CH,0),CH,CH,, n estd
definido en la reivindicacion 1.

10. Compuesto segtin la reivindicacion 9, donde n es 2.

11. Compuesto segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde Y no existe.
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12. Compuesto segtin la reivindicacién 1, de férmula:

N\/‘so’[\/offso2

13. Compuesto segtin la reivindicacién 1, de férmula:

NN _/—Nf-l

HN" 'NH XQ/
Cﬁ\A/\Y(N\/\SOi\/Ot/\S%/\

14. Compuesto segtin la reivindicacién 1, de férmula:

HN" 'NH
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15. Compuesto segtin la reivindicacién 1, de férmula:

\N/
5
10 Ozs\N/\/SOz\/\
N 0
(N A
N HN™ "NH
15 \—\
HN
S
0
20
16. Método de obtencidn de los compuestos de férmula general (I) cuando Y es el grupo -SO,R que comprende la
reaccion del compuesto de férmula general (II)
25
SC,_ .
HN/\/ 2~Rr SO, -~
0 N M
donde R y m estdn definidos en la reivindicacion 1
35 con una molécula etiqueta o cualquiera de sus derivados, que contienen un grupo dcido 6 sulfénilo, antes o después
de reaccionar con otra molécula etiqueta o cualquiera de sus derivados distinta a la anterior que contiene un grupo
azido.
0 17. Método segiin la reivindicacién 16, donde los derivados de las moléculas etiqueta que contienen un grupo dcido
o sulfonilo son cloruros de dcido o cloruros de sulfonilo.
18. Método segtin la reivindicacién 16, donde R es el grupo (CH,CH,0),CH,CH,, n estd definido en la reivindi-
cacién 1.
® 19. Método segtin la reivindicacién 18, donde nes 2.
20. Método segiin cualquiera de las reivindicaciones 16 a 19, donde m es 1.
. 21. Método de obtencion de los compuestos de férmula general (I), cuando
Y no existe, que comprende:
a. reaccion del compuesto de férmula general (III) con una molécula etiqueta o sus derivados, que contiene
55 un grupo sulfonilo:
SO
HN 722 oy
& (
A ()
donde m estd definido anteriormente; y
65

b. reaccidn del compuesto obtenido en el paso (a) con otra molécula etiqueta o sus derivados, distinta de la
anterior y que contiene un grupo azido.
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22. Método segun la reivindicacién 21, donde los derivados de las moléculas etiqueta que contienen un grupo
sulfonilo son cloruros de sulfonilo.

23. Método segtin la reivindicacion 21, donde mes 1.

24. Uso de un compuesto de féormula general (I) seguin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15 como agente de
etiquetado.

25. Agente de etiquetado que comprende un compuesto segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15.
26. Uso de un agente de etiquetado segtin la reivindicacion 25 para el marcaje de biomoléculas.

27. Uso de un agente segiin la reivindicacién 26, donde las biomoléculas son proteinas.
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si
NO

si
NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacién industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de

examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinion:

La presente opinién se ha realizado sobre |a base de |a solicitud de patente tal y como ha sido publicada.
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OPINION ESCRITA N2 de solicitud: 200800592

1. Documentos considerados:

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la reali-
zacion de esta opinién.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacién
Do Chemistry & Biology 2004, Vol. 11, pp. 535-546 2004
Do2 Molecular & Cellular Proteomics 2002, Vol. 1, N° 10, pp. 828-835 2002

2. Declaracién motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de marzo,
de patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

El objeto de la invencién es un compuesto de férmula general (1), un método de obtencién del mismo, su uso como agente de
etiquetado, el agente de etiquetado que comprende el compuesto (1) y el uso de dicho agente de etiquetado para el marcaje
de biomoléculas.

El documento D01 divulga sondas para la determinacion de la actividad enzimatica que consisten en un grupo reactivo que
se une covalentemente a los sitios activos de la enzima y dos 0 més marcadores, como son biotina y/o un fluoréforo para la
rapida deteccion y aislamiento de las enzimas etiquetadas (ver pagina 535, columna 2). Estas moléculas pueden obtenerse
por conjugacién entre la sonda y la molécula etiqueta, a través del acoplamiento entre los grupos azida y alquino presentes
en cada una de ellas, de forma que la molécula resultante posee un anillo 1,2,3-friazol (ver pagina 536, figura 1). De esta
forma, entre las sondas divulgadas (ver pagina 537, figura 2) se encuentra el compuesto resultante del acoplamiento entre una
molécula que comprende biotina y rodamina como marcadores y un grupo alquino terminal (compuesto 6) o azida (compuesto
7), con el fenilsulfonato complementario, que comprende un grupo azida (compuesto 1), o un alquino terminal (compuestos 2 y
3).

Estas sondas poseeran, al igual que el compuesto de la invencién, un anillo de 1,2,3-triazol, junto a biotina y rodamina, pero
ademads de presentar una disposicion diferente de estos grupos en la molécula, diferirdn también en el grupo reactivo, que serd
fenilsulfonato, en lugar de vinilsulfona.

El documento D02 divulga compuestos trifuncionales Utiles como sondas quimicas protedmicas, que poseen simultAneamente
dos marcadores que permiten, respectivamente, la deteccion y el aislamiento, junto a un grupo sulfonato reactivo (ver pagina
828, resumen). En concreto, en este documento se recoge el compuesto 1, que comprende biotina y rodamina (ver pagina
831, esquema 1). Sin embargo, este compuesto no posee el ciclo de 1,2,3-triazol presente en el compuesto de la invencion, y
ademas el grupo reactivo, al igual que ocurria en el producto divulgado en D01, es fenilsulfonato, en lugar de vinilsulfona.

Los documentos citados D01 y D02 muestran tan sélo el estado de la técnica del campo al que pertenece la invencién.
Ninguno de ellos, tomado solo o en combinacion, revela ni contiene sugerencia alguna que dirija al experto en la materia
hacia el compuesto concreto de la invencion, que presenta dos residuos derivados de moléculas etiqueta unidos a través
de una cadena que incluye un anillo de 1,2,3-triazol y una vinilsulfona terminal como grupo reactivo (reivindicacion 1); y, por
tanto, tampoco hacia un método para su obtencién (reivindicacién 16); su uso como agente de etiquetado (reivindicacién 24);
al agente de etiquetado que lo comprende (reivindicacion 25); y al uso de dicho agente para el marcaje de biomoléculas
(reivindicacion 26).

En consecuencia, se considera que la invencién definida en las reivindicaciones 1-27 cumple los requisitos de novedad y
actividad inventiva, segln lo establecido en los Articulos 6.1 y 8.1 de la Ley de Patentes.
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