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"METODO MEJORADO PARA DETERMINAR LA PRESENCIA DE COMPUESTOS
BIOLOGICAMENTE ACTIVOS EMPLEANDO UNA ENZINMA MODIfICADA“ (Cla

se Internacional GO1in)

Esta invencidn se refiere s un métodogépyedoso
para ensayos bioldglcos paras determinar ls presencia de
un meterial especifico, empleando una enzima modificada pa
ra emplificacidén. Empleando receptores especificos para
uno o un grupo de materiales (denominados en lo sucesivo
"ligandos") y enlazendo una enzima.con el ligando o un si
mulador de ligando para proveer un "ligando enlazado por
enzimas™, se provee un método extremademente sensible parsa
ensayar los ligandos. El receptor, ligando y ligando enla-
zgdo por enzimas son combingdos en un orden arbitrario y
se determins el efecto de la pfesencia del ligando sobre
la gsctividad enzimdtica. Dependiendo de si las condicio-
nes del ensayo son homogéneas o heterogéneas (en las que

uno de los reactives, vgr. el ligando o receptor ests en-—

POCR
QUALITY



10

15

20

25

lazado a un soporte insoluble), se pueden‘usar varios re-
cursos para ensayar la actividad enzimdtica y relacionar
el resultado con la cantidad de ligando presente.

Existe una continua y apremiante necesidad de
determinaciones cualitativas y cuantitativas, rdpidas y
exactas, de substancias bioldgicamente activas que estén
a concentraciones extremadamente bajas. El propdsito de
esta determinacidn puede variar en grado sumo. Aotpalmen—
te, hay una gran necesidad de determinar la pre;éﬁbia
de drogas o narcéticos en los fluidos corporales, tales
como saliva, sangre u orina. Ademds, en el diagﬁé%tice
médico, es importante con frecuencia conocer la présencia
de diversas substancias que son sintetizadas naturalmen-
te por el cuerpo o ingeridas. Estas incluyen las hormonas
tanto esteroides como polipéptidos, prostaglandinés, ‘o=
xinas asi como otros materiales involucrados en las fun-
ciones corporales. Frecuentemente, hay que enfrentarse
a8 cantidades en exitremo pequeflas y, en ocasiones, con di-
ferencias muy pequefias en las concentraciones.

Para satisfacer estas necesidades, se ha ideado
un buen nimero de formas pars analizar cantidades de
huella de los materiales. Un método comin es utilizar
cromatografia de capas delgadas (TLC). Mediante la deter-
minacidn de los factores de flujo y utilizando reactivos
especificos, se puede detectar la presencia de ciertos

materiales; en muchos casos, el material en particular
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puede ser aislado e identificado cuantitativamente,
por ejemplo, mediante espectroscopia de masas o cro-
matografia en fase de gas. Sin embargo, la cromato-
grafia de capas delgadas tiene cierto nimero de de—
ficiencias, porgue es lenta, requiere un alto grado
de pericis para ejecutarla, es susceptibie a una am-
plia gema de materiales de interferencia y sufre Se-
veras fluctuacionses en su confiabilidad. Por 1o.¢ééko,

le ausencia de alternativas satisfactorias ha dado

por resultado que se desarrollen intensos esfuerzos

“n Al

de investigacion, para determinar métodos me jorados

« 7 . -1 .’
para separacion & identificacion. .

A

Una alternativa a la cromatografis dehcapas
delgadas ha sido el radioinmunoensaye. En é1, se. em-
plean anticuerpos para haptenos o antigenbs esPégifi-
cos. Se utiliza un andlogo radiactivo gue emplee un
atomo radiactivo de alto flujo y es ligado al antige-
no. Al mezeclar un anticuerpo con soluciones del hap-
teno o ant{geno y el hapteno o antigeno andlogo ra-
diactivo, se evita que el andlogo radiactivo se enla-
ce con el enticuerpo en una cantidad relacionada di-
rectamente con la concentracion del hapteno o antige~
no en la solucidn. Luego, mediante la separacidn del
andlogo radiactivo libre del andlogo radiactivo ligado

con el anticuerpo, se puede determinar la cantidad de
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haptano o ant{geno en la solucidn original.

El uso de materiales radiactivos no es de-
seable por un buen numéro de  razones. En primer lugar,
la radiactividad crea problemas de mene;jo y riesgos
indeseables. En segundo lugar, la preparacidn de ta-
les compuestos involucra peligros similares, aumenta-
dos grandemente por las cantidades mucho uayores de.
meteriales radiactivos que estén presentes. Ademééyo

¥ o A

el uso de materiales radiactivos exige un permide :de

la Comision de Energfa Atdmica, que somete al pe@ﬁ?piona—
rio a una revision de la Comisidn para determinaﬁrque

se conserve un minimo de normas de trabajo. Estas nor-
mas pueden cambiar de tiempo en tiempo, por lo cual
pueden involucrar gastos e inconvenientes adicibnaies
para el usuario. Finalmente, la separacidn del.eﬁélogo
radiactivo, ligado y sin ligar, es dificil y suscepbi-
ble de error. Ver, por ejemplo, Abraham, Prelim. Comm.,
29, 866 (1969).

Ademds de los materiales antes mencionados,
serian deseables los ensayes a concentraciones extrema-~
damente bajas para una gran variedad de plaguicidas,
tales como insecticidas, bactericidas, fungicidas, etce.,
asi como otros contaminantes organicos, tanto en el
aire como en el agua. ILos contaminantes organicos pueden

ser analizados y ensayados siempre que se pueds idear
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un receptor y que el contaminante sea inerte g los =~~~

reactivos empleados.

DESCRIPCION DE EJECUCIONES ANTERIORES

El uso del radioinmunoensaye se describe

en dos art{culos por Murphy, J. Clin. Endoer., 27,

973 (1967); ibid 28, 343 (1968). El uso de la pero-
xidasa como marcador en la determinacidn inmunoquimi-

ca de antigenos y anticuerpos se encuentra en Stanis-

A A A

lawski y colaboradores., C.R. Acad. Sei. Ser. D.”

R IR

1970 271 (16), 1442-5. (C.A. 74 1444B). Ver tamp:;e’p,
Nakane y colaboradores., J. of Histochem. and Cfﬁoh
chem., 14, 929, (1967) y Avrameas, Int. Rev. of Cy-

tology 27, 349 (1970). Una descripeidn de la croﬁé;

tografia en capas delgadas para los ensayos se fﬁéde

encontrar en Stahl, Thin Layer Chromatography, Spfin-

ger-Verlag, New York, 196%. Ver también, Peraf§"c6-
laboradores, Immunologic Methods in Steroid Determi-
nation, Appleto-Century-Crofts, New York, 1970.
RESUMEN DE LA INVENCION

Le detecoidn de ligandos se obtiene, & con-
centraciones extremadamente bajas, utilizendo sitios
receptores especiales para el ligando y emplificacion
de enzimes del desplazamiento del ligando. Al enlazar
un ligando o un simulador de ligando a una enzima

nientras se retiene la actividad enzimdtica y, luego,
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combinando el ligando enlazado por enzimas con un re—
ceptor para el ligando, se puede determinar con faci-
lided la presencia y cantidad de ligando en una solu~
cidn desconocide. Debido a la competencia por los si-
tios en el receptor entre el ligando enlazado por en-
cimas y el ligando libre, las dos mitades del ligendo
siendo agregadas al receptor en forma simultanes 0 en
secuencia, se puede determinar la diferencis en gqti—
vidad enzimatica resultante de la presencis o auséncia
del ligendo, con un esquema analftico en particular.
Esta diferencis estars relacionada con l1a canticsd de
ligando presente en una solucidn desconocida. Lw cctivi—
dad enzimdtica se detefmina facilmente en formas cono-
cidas, siguiendo él cambio en la ooncentracién’de:dna
capa de base de enzimas o el producto de la capéfde
base, mediante técnicas normales.
DESCRIPCION DE LAS EJECUIONES ESPECIFICAS

Esta invencion provee un método para detec—
tar o ensayar concentraciones exbremadamente bajas de
una amplis gams de materiales, relscionando la presen~
cia de un desconocido particular, con la actividad en-—
zimdtica. Se obtiene una amplificacidn al tener un gran
ntmero de moléculas formadas o transformadas como re-—
sultado de la presencia de ung molécula. Esta amplifi-

. 7
cacion se logra enlazando el compuesto que va s ser
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ensayado a un simulador del compuesto, a una enzi-
na. Esta ensamblaje se denomina ligando enlazado

por enzimés. Ie molécula en particular que va a ser
ensayada, se denomina ligando. El andlogo del ligando
incluird ya sea un ligando que estd modificado reem-
plezando un portdn con un grupo de en}aoe para enla-
zarlo a la enzima o, un simulador de ligando, el cual
es un ligando modificado por un procedimiento gue: no
sea el simple reemplazo de un praton para proveéfﬁﬁn

sitio de enlace con la enzima. El ligando y el }%ﬁ?ﬂr

~an

do enlazado por enzimas son, ambos, capaces de enla-
zarse en forma competidora en sitios esPecificoékqn
el receptor. También se debe mencionar que otro§fpom-
puestos de estructura muy similar pueden servir como
lizandos capaces de competir por estos sitiosa—yqr
ejemplo el glucuronido de morfina y la codefna, com-
petirén con la morfina enlazada con enzimas pars li-
garse a clertos tipos de anticuerpos de morfina. En
la mayoria de los casos, esto es ventajoso para per-
mitir el ensayo en busca de unsz clase de compuestos
que estan relacionados nuy de cerca, fisiolégicamen—
te.

Para el ensayo se pueden usar diveros re-~

cursos, tanto homogéneos COomo heterogéneos. El siste~-

ma homogeéneo no permite la facil separacidn de los
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reactivos y, por lo tanto, esté limitado a la situa-
cidn en la cual se tiene una inhibicidn significati-
va de la acecidn enzimética, cuando el ligando enlaza-
do por enzimas es ligado al receptor. Por lo tanto,
aungue el sistema homogéneo es mds sencillo, el siste-
me, heterogéneo, que requiere ligar el receptor a un
soporte, provee mucha mas versatilidad sl permitir_

el empleo de diversos recursos analiticos en elre‘sé—
yO.

En el método homogéneo, el ligando enlaéado
por enzimas es combinado con un receptor de alto:ﬁe—
so molecular, lo cual da por resultado la inhibjeidn
de la actividad enzimdtica. Cuando un ligando y un
ligando enlazado por enzimas son introducidos en.una
solucion que contenga receptor del ligando, la.égﬁivi—
dad enzimdtica de la solucidn despuds de que son com~
binadas las tres substancias, se vera afectads por
la concentracion del ligando que estd presente en la
solucidn. Es decir, el ligando enlagzado por enzimas y
el ligando, competiran por los-sitios en el receptor.

Al tener una insuficiencia de sitios de receptor en

~equilibrio, el nimero de moléculas de ligando enlszado

por enzimas que no estdn inhibidas por el receptor,
estara relacionado directamente con el ndmero de mo0lé~

culas de ligando presentes en la solucidn. Esto se
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puede lograr en dos formas: (1) ya sea por competenQ“
cia, wediante lo cual el ligando enlazado por enzimas
y el ligando sin introducidos en forma substanciglmen-
te simultépea en @l receptor o, (2) el ligando enla-
zado por enzimas o el ligando pueden ser agregados
primero al receptor y dejar que el sistema llegue al
equilibrio y, luego se agregan el ligando o el liggn-
do enlazado por engzimas, respectivamente, en efé;£§,
pera desplazar al material agregado originalmenﬁé.‘
Dado que la actividad enzimdtica serd disminuida o
inhibida cuando el ligando enlazado por enzimagiééfé
enlazado al receptor, la actividad enzimatica deA}a
solucion es%aré relacionada directamente con 1alcénti—
dad de ligando presente en la solucidn. o

Las concentraciones de los reactivos, li-
gando enlazado por enziﬁas y el receptor pueden sér
muy variadaé. Normalmente, las concentraciones del
receptor y del ligando enlazado por enzimas, seran
desde alrededor de 10™% nasta 10™* M, mds usualmen—

12 4. B 1fmite

te, desde alrededor de 10° hasta 10™
inferior para la concentracion del ligando enlazado

por enzimas es predicado sobre la cantidad minima gue
puede ser detectada. Esto variara con las diferentes

enzimas asi como con los diversos sistemas de detec-

.’
clon.
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La cantidad de receptor empleada, normal-
mente se calcula con base en los sitios en el recep-
tor y varierd de acuerdo con las concentraciones de
ligando enlazado por enzimas, la prOporcién de ligan-—
do a enzima en el ligando enlazgado por enzimas y la
afinidad del receptor por el ligando. Usualqente, ha-
bra cuendo menos 1.0 sitio activo en el receptor por
molécula de ligando enlazado por enzimas y menog-éé
alrededor de 20 sitios activos por molécula de ligan-

do como ligando enlazado por enzimas; pero, las'prp-
porciones sitio-molécula pueden ser tan altas qmﬁ;
1,000 a 1, dependiendo del tipo de ensayo y laléﬁ;ni-
dad del receptor. De preferencia, la proporcidn entre
sitios activos en el receptor con las moléculas;@?
ligando enlazado por enzimas, serd, cuando mequ,)de

2 a 1, nientras que la proporcidn de sitios activos

en el receptor con el ligando y el ligando enlazado
por enzimas, sera menor de alrededor de 5 a l. La pro-
porcidn variars en grado notable dependiendo de las
constantes de enlace y de la cantidad de ligando que
se sospeche esté presente. El método para determinar
los sitios de enlace para el receptor, sers descrito
nas adelante en la seccidn sobre experimentos.

El ligando enlazado por enzimas, tendrs re-

laciones de subunidades de enzima s ligando, en la
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game de alrededor de 0.01-100:1, con frecuencia 0.02-
50:1 y, con mas frecuencia, alrededor de 0.04-25:1.
(Con protéinas, los ligandos suponen subunidades de
proteina). El nimero miximo de enzimas por ligando
sera controlado por la naturaleza del ligando y su
peso molecular. Con enzimas pequefias (peso molecular
de 12,000 a 80,000), habran usualmente desde alrede—
dor dé 1 a 40, y mas a menudo 2 a 35 ligandos por
supunidad de enzima. Por lo general, habrd solamente
una enzima por cada 2,000 de peso molecular deihi;-
gando y, mas generalmente, s0lo una enzima por-cadsa,
4,000 de peso molecular del ligando y, por lo nornal,
una enzima por cada 6,000 de peso molecular dei:iigan—
do. Estos valores son valores promedio para la compo-
sicion de ligando enlazado por enzimas. “

En algunos casos, un cierto nimero de enzi-
mas se enlazan juntas en una disposicidn estable,
para formar un complejo multienzimdtico. Debido a la
yuxtaposicidn de las enzimas, se puede efectuar se-
cuencialmente un buen numero de reacciones en forma
eficiente, que proveen altas concentraciones locali~
zadas de los reactivos. Por lo tanto, el ligando pue~
de estar enlazado con una combinacidn de enzimas, con
lo cual habrs una pluralidad de enzimas bor ligando.

Si fuers enlazado cierto nimero de ligandos al comple-
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Jjo multienzimético, se podria tener ung relacién
molar de 1:1 de enzimas g ligando aunque, en la rea~
lidad, habria una pluralidad de enzimas ¥y ligendos
involucrados en un solo agregado. El nimero de enzi-
mas enlazadas juntas, ya sea como complejo multien—
zimgtico o por otro mecanisno, rars vez exceders de
20, usvalmente no exceders de 10 y lo comin estard
én la gama de 2 a 5 enzimgs.

Con todos los demds factores iguales, mien-
tras mayor sea el niumero de enzimas por ligando; ﬁé-
yor sera la sensibilidad del ensayo. Sin embargo, las
enzimas pueden interferir con el reconocimientoidél
receptor, afectar la solubilidad ¥y ser perjudiciaies
en otras formas. Por 1o tanto, usualmente el numero
de enzimas enlazadas & un ligando sers tal, quelno
habra mds de una cadena de polipeptidos de enzima por
cada 2,000 de peso molecular del ligando.

Cuando un ligendo es un conjunto orgdnico
grande, tal como una célula o un virus, el nimero
de enzimas enlazadas a la célula o el virus serd de
millares, a fin de obtener la sensibilidad deseads.
El nimero de enzimas enlazadas sera suficiente para
proveer ung cantidad detectable de cambio en la caps

de base, pero no debers ser tan grande como para inhi-

bir el reconocimiento por el receptor.
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- E1 numero de ligandos enlazados a une enzima
dependera de: el nimero de sitios disponibles para en-
lazarse al ligando, el numero de ligandos que se re-
quierse para proveer el efecto deseado, por ejemplo,
le, inhibicion cuando el ligando esta enlazado al anti-
cuerpo, el efecto sobre la solubilidad y actividad del

-
~Amn g

numero de ligandos enlazados a la enzima, efectos ..

aleostéricos, ete.

L]

2 aoa

Los efectos, sobre la enzima, de la substi~
tucidn del ligando pueden ser modificados hasta cidrto
grado. Por ejemplo, cuando el ligando esta enlazado

Naa ol

a lisina por medio de un carboxilo y el ligando es

’

una molécula neutra, se puede usar un grupo de e@léée
gue tenga uﬁé carga positiva, vgr. amonip 0 que ﬁg;
viere una respuesta al pH similar a la reSpuesté‘aé
la lisina, vgr. una amina. Cuando el ligando es alta-
mente lipdfilo, por ejemplo, testosterona, por lo ge~
neral sers deseable minimizar el ndmero de ligandos
enlazados a la enzima. Cuando el ligando es del mismo
tipo de carga que el grupo desplazado, ordinariamente
se utilizard un grupo de enlace sin carga. Ademds, va-
riando la funcionalidad del grupo de enlace, se pue-
den variar el numero de ligandos enlazados con lg en~-

zima y los sitios en los cuales estd enlazado el ligan~

do.
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La concentracion del receptor y la enzinma
estara relacionada con la gama de concentracidn del
ligando que va a ser ensayado. La solucidn que va a
ser ensayada sers usada directamente, salvo que esté
presente una concentracion relativamente elevada del
ligando. Si esta presente una concentracidn alta, la
solucion desconocida sers diluida de modo de proveeyr
una concentracidn conveniente. Sin embargo, en muéﬁéo
sistemas bioldgicos de interds, ls cantidad de mabe-
rial que se estd ensayando serd pequefia, en rela&féﬁ
v usualmente no se requerira la dilucidn de la cépé de
base deséonocida.

En la técnica homogénea, se emplea un recep-
tor soluble para un ligando en particular. Para fines
ilustrativos, se considerarsg que el ligando es éi
hapteno morfina y que el receptor serg un anticuerpo
especifico para la morfina. Se debe mencionar, como
digresion, que los anticuerpos reconocen por lo gene-
ral la forma molecular y la distribﬁcién de los gru-
pos polares en un ligando, aunque una parte de la mo-
lécula pudiera estar cambieda en forma significativa,
gin evitar el reconocimiento. Por éjemplo,rtanto la
morfina como su glucurdnido pueden estar enlazados con

clertos anticuerpos de la morfina.

Una enzima se modifica, primero, enlazando
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-unos cuantos microlitoms de la solucidn. E1 antidisYpo

una o més moléculas de morfina conm 1g enzima.-Se
puede usar cualquier enzima conveniente, que reaccio-
ne con una capa de base que pueda ser detectads con -
facilidag.

Se prepara una solucidn del anticuerpo g

la concentracidn requerida. Solamente se requieren

mentenido a un pH al cuel esté activo para enlagsps

Sl TP

Se con la morfina, es introducido en une, solucidrn

~ Aa

de morfina enlazads con enzimas a la concentracidn
deseada. Ia reactividad de la combinacidn de anti~

« ! . M
cverpo y de solucion de morfina enlazada con enzimas,

S¢ puede determinar tomando una alfcuota, agresando-

la a su capa de base en condiciones en las caa;géﬁ
sea activa la enzima y determinando el cambio ;épec—
trosedpico como funcidn del tiempo, a une temperatu-
re constente. La proporcidn de este cambio sers el
resultado que se debe obtener cusndo no hay morfina
presente en la solucidn desconocida.

Se toma una segunda alicuota ¥ se agrega
a la solucién desconocida. La solucidn desconocids
puede contensr la cape de base y cudlquiera otros
aditivos que se requieran para la actividad enzimdti-
ca. Como alternativa, la solucidn desconocida puede

ser combinada, primero, con el anticuerpo (morfinag
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‘ ﬁ ’ .‘__,

enlazada con enzima) y dejaria llegar g equilibrio
¥ luego mezclarls con la capa de base. En cualquier
caso, se determina la proporcidn de cambio en el
espectro. Una variante de este nétodo es agregar,
combinadas, la morfina enlazada con enzimas y la
solucidn desconocida gl anticuerpo y, luego, agre-
gar esta solucidn a la capa de base. Fgcilmente. so
ocurriran otras variaciones obvias.

Si todas las combinaciones de los reachi-

vos, excepto la morfina, son mantenidas constantes

Yy se emplean varias soluciones normales de morfina,
entonces se puede relacionar el cambioc en el especto
sobre periodos especificados de tiempo, con las con-
centraciones de morfinsg. Obvigmente, el sisteﬁa nor-
malizado se puede usar, después, para determihéf'en
forma rapida, exacta y eficiente, la cantidad de mor-
fina u otro ligando en la solucidn desconocida.

En glgunos casos, se preferirs el sistens
heferogéneo. Esto ocurrira cuando el receptor no
inhibe suficientemente a la enziug enlazada al ligan~-
do, al ocurrir el enlace del ligando enlazado por
enzimas con el receptor. Ademas, serdn préferibles
los sistemas heterogéneos, cuando las condiciones en
las cuales el ligando enlazado por enzimas es enzi-

maticamente activo, son diferentes en forma notoria

- 16 =




10

15

2n

25

a las condiciones en las cuales el receptor es activo
para enlazgrse con el ligando. Por ejemplo, un recep-
tor puede ser altamente activo cerca de pH 7 y rela-
tivamente inactivo el pH basico, mientras que la ac-
tividad de las enzimas puede aumentar con un pH mas
alto. Hay otras situaciones que también favorecen al
sistems heterogéneo. Por ejemplo, cusndo estd dispori-
ble una gran cantidad de un producto desconocido,{f&r
ro su titulacidn es nuy baja, se puede preparar uq%

columna con un ligando enlazado por enzimas, enlazada

con un soporte y complejados con un receptor. Luegd,

’\-\~.|".

se puede usar todo el desconocido de la muestrs par

-~

activar la enzima, sin dilucion de la enzima, ,pasando

la solucidn desconocida & lo largo de la columna. Ia
enzima asi activada que estd en la columa, deéé&éé
puede ser ensayada mediante la adicion de la capa de
base de enzima a la columna y con el examen espectros—
copico del efluente.

En los sistemas heterogéneos, se pueden en—
lazar a un soporte ya sea el ligando enlazado por en-
zimas, el receptor o el ligendo. lLa presencia del so-
porte permite la facil separacién del reactivo enlaze-
do al moporte solido, desde la solucién mebrensdente.
Ia separacitn e puede lograr por: (1) centrifugacién

de una suspension del soporte; (2) empleando el soporte
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en una columna a lo largo de la cusl son Ffiliradas
las soluciones o, (3) ﬁtilizando un soporte bidimen-
sional, tal como un papel sebre el cual son pasadas
las soluciones. Cuando el ligando enlezado por enzi-
mas esta enlazado a wn soporte, el soporte es puesto
en contacto en forma simulténea o secuencial con el
receptor y el desconocido que contiene el ligando.
Después de haber alcanzado el equilibrio, el sopérte
esg separado mecanicamente de la solucidn ¥y tratado
con la capa de base en condiciones que maximizan 1a
actividad de las enzimas y conservan el enlace del
receptor. La cantidad de actividad enzimdtica estars
basada en la cantidad de ligando que estaba presente
en la solucidn desconocida. 5
Cuando el receptor estsd enlazado a un so-
porte, entonces, la enzima se enlaza al receptor a
través del ligando con el cual esta enlazada. Al ocu-~
rrir la adicion simulténea o en secuencia de una so-
luciodn que contenga el ligando y el ligando enlazado
por enzimas al receptor enlazado a un soporte, la
cantidad de ligando enlazado por enzimas que no ests
enlazada al 50porte,'estaré relacionada con la con-
centracidn del ligando; Luego, la solucidn puede ser
separada del soporte y, en efecto, se separa la en-—

zima libre de la enzima enlazada con €l soporte, se-
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guida de la adicidn de capa de base a la enzgima libre
¥ la determinacion de la actividad enzimdtica.

Por supuesto, la actividad enzimdtica estd
relacionada con la cantidad de ligando Que estd pre-
sente con el ligando enlazado por enzimas gue hay en

la solucidn en la cual estd dispersado el receptor

Ay

enlazado a un soporte. Este método posee la ventaja

anm
-

.~ -~

unica de gque el receptor no necesits inhibir la acti-

LI

vidad enzimdtica, porque la enzima que no estd enla-

A v A

zada como resultado de la presencia del ligando, €3

L.

separada de la enzima que estd enlazada a2l s0por%e.

AAAAA

Por lo tanto, la capa de base entra en contacto sols—

o A -

mente con la enzima que esta libre como resultado de

la presencia del ligando y cualquier cambio en 1a
concentracion de la capa de base estd relacionado di-
rectamente éon la cantidad de ligando que ha entrado
en contacto con el soporte. |

Un sistema heterogéneo alternativo que tam-
poco requiere que el receptor inhiba la actividad de
las enzimas, emplea el ligando enlazado a un soporte.
Un receptor polivalente, es decir, un receptor con mds
de un sitio para enlace, tal como un anticuerpo, es
agregado en forma simultsanea o en secuencia junto con
la solucion que contiene el ligando, al soporte. Ia

centidad de receptor que se enlaza al ligando enlaza~

do al soporte y el nimero de sitios libres pare enlace
- 19 -
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restantes en estos receptores, dependen de la canfi—
dad de ligaﬁdb libre en la solucidn original; luego,
la cantidad de ligendo enlazado por enzimas gue no
se enlaza al soporte, estard relacionads con la con-
centracidn del ligando, como en el procedimiento pre-
cedente.

Los ensayos, por lo normal, se llevardn a
cabo g temperaturaé moderadas, usualmente en la gama
desde 102C, hasta 50°C., y casi siempre en la gamé}de
alrededor de 15 a 402C. E1 pH de la solucidn pars en-—
sayo estarda en lg gama de glrededor de 5 a 10, usﬁai-
mente 6 a 9.

El que haya ox{geno presente o que el’énsa-
yo se lleve a cabo en una atmdsferas inerte, depende—
re del ensayo en particular. Cuando el oxigeno pﬁﬂiera
ser wna interferencia, normalmente se emplears atmés—
fera inerte. En general, se euplearan medioé hidrox{-
licos, particularmente medios acuosos, porque estos
son los medios en los cuales esta sctiva la enzima.
Sin embargo, puede estar presente también de O g 40%
por columen de otros liquidos como cosoiventes, tales
como alcoholes, ésteres, cetonas, amidas, efe. La se-
leceidn particular del cosolvente dependers de los
otros reactivos que estén presentes en el medio, de

su efecto sobre la actividad de las enzimas y de cuales-
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(B

TN W

quiera interacciones deseables o indeseables con 1g
capa de base o los productos.
Si resulta conveniente, los reactivos pue-—

den ser precipitados sobre un material basico en fore

ma seca, de modo que cuando sean introducidos en un

medio'fluido, particularmente un fluido corporal, tal

como saliva, orina o suero, sean activados los resce

-----

tivos de.modo que respondan a la presencia de un’li-

gando. Al hacer que la capa de base de enzimas forme
un producto que pueda ser facilmente detectado,ipdﬁ

ejemplo por el cambio de color, se pusde detdrminar

la presencia o ausencia de un ligando en particular.

Como ya se indicd, los anticuerpos, con fre-

cuencia, reconocen una famils de compue stos, ciando
la geometria y la distribucidn espacial de los_grupos

polares son similares. Con frecuencia, se puede va-

riar la eSPécificidad del anticuerpo si se establecen
la estructuré hapténica y el método de enlace al an-
t{geno, al producir los anticuerpos. En algunos casgos
puede ser deseable usar dos o mas anticuerpos, por lo
general no mas de seis anticuerpos, ds modo que la so-
lucidn de reactivo-anticuerpo sea capaz de detectar

un grupo entero de compuestos, por ejemplo, barbitu—
ricos o mds de wn grupo de compusstos, por ejemplo,

morfina y barbituratos. Esto puede ser particularmente

- 21 -
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valioso para explorar una muestrs a fin de determi-
nar la presencia de cualquier miembro de un £rupo

de compuestos o, para determinar si esta presente

una clase particular de compuestos, por ejemplo,
drogas de mal uso u hormonas sexuales. Cﬁando se uti-

lizan combinaciones de anticuerpos, usualmente serd

necesario emplear combinaciones corre3pondientes'dé

ligandos enlazados por enzimas.

Ligando

Pasando ahora a una consideracidn general

de los reactivos, el primer reactivo que se conside-

RV

rars sers el ligando. Se puede emplear cualquier li-
gando que sea de interés bioldgico y para el cuﬁi'r
pueda hallarse un receptor apropiado, que tenga,%épe—
cificidad satisfactoria pars el ligando. Ia literatu-
ra reciente contienen un nimerc creciente de informes
de receptores pars una amplia y creciente variedad

de materiales bioldgicamente éctivos. Los compuestos
para los cuales se pueden proveer receptores, van des-
de fenilalquileminas simples, por ejemplo, anfetami-
nas hasta polimeros de alto peso molecular, por ejem~
plo, proteinas y polisacdridos. Ademds de los compue s—
tos 0 mezclas de compuestos relacionados, ciertos con-
Juntos de compuestos orgsnicos, tales como odlulas y

virus, pueden ser detectados tambidn por las tdonicas

-22 -
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del inmﬁnoensayo. Por lo tanto, las 1imitacione;”én
cuanto a las gamas Ge pesos moleculares, composicio-
nes de compuestos o conjuntos gque pueden ser ensaya-
dos, sersn un tanto quiméricas. |

Los ligandos incluiran productos tales co-
mo aguellos gue son narcéticos, hipadticos, sedantes,
analgésicos, antipiréticos, enestésicos, drogas psi-
cotogénicas, relajadores nusculares, estimulantegfl
del sistema nervioso, agentes anticolinesterasa,«égen-
tes parasimpatomiméticos, agentes simpatomimétiég%}
agentes bloqueadores pi-andrenérgicos, agentes aﬁti—
andrenérgicos, agéntes estimulanreg y bloqueadoraﬁ
ganglicnicos, agentes bloqueadores neuromusculsrss,
histaminas, antihistam{nicas, 5-hidroxitriptamina-y
antagonistas, medicamentos cardiovasculares, df&gas
antiarritmicas, agentes antihipertensivos, drogas
vasodilatadoras, diureticos, plaguicidas (fungicidas,
antihelminticos, insecticidas, ectoparasiticidas,
ete.) medicamentos antimaléricos, antibiéticos, anti-
metabolitos, hormonas, vitaminas, azﬁcares, medica-
mentos tirdidicos y antitirdidicos, corticosteroides,
insulina y medicamenﬁos hipoglémicos orales y sus
mnetabolitos.

Incluidos entre tales drogas, medicamentos

¥ agentes se encuentran alcaloides, esteroides, poli-

- 23 ~
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péptidos, prostaglandinas, catecolaminas, xantinas,
arilalquilaminas, héterociclicos, por ejemplo, tiazi-
nas, piperazinas, indolos y tiazolos; aminodeidos,
etc.

En términos emplios, los ligandos serdn
compuestos organicos, desde alrededor de 100 hasta
106 de peso molecular, usualmente con un peso mq}gqu—
lar desde alrededor de 125 hasta 40,000 y, casi.sﬁqmr
pre, desde alrededor de 125 hasta 20,000. Los liéép;
dos, por lo general, tendran desde alrededor de;Q;:
hasta 50,000 atomos de carbono y desde alrededo?:dé

1 hasta 35,000 heterodtomos.

Une parte substancial de los ligandos se-

' rén mondmeros o polimeros de orden bajo, los cuales

tendran pesos moleculares en la gama desde alq@@q@or
de 100 hasta 2,000, usualmente 125 hasta 1,000. Otra
parte significativa de los ligandos sersn polimeros
(compuestos con unidades recurrentes), los cuales
tendran pesdé moleculares en la gama desde alrededor
de 750 hasta 1,000,000, con frecusncia de 2,000 g
100,000 y por lo Zeneral de 2,000 & 50,000. Para los
polimeros de peso molecular variable, se entiende el
peso molecular promedio.

. ,
Los ligandos normalmente estaran compuestos

- N ’
de carbono, hidrdogeno, nitrdgeno, oxigeno, azufrs,

- 24 -
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fésforo, halégeno y metales, primariamente como sus
cationes, tales como los metales alcalinos y alcali-

nos terrosos y los umetales de los Gfupos IB, IIB,

VIIB y VIIIB, en particular, la tercera hilera de
la tabla periddica. Casi siempre, los ligandos esta-

’ . . : . 4
ran compuestos principalmente por carbono, hidrogeno,
nitrdgeno, oxfgeno y azufre. —
En lo estructural, los ligandos pusder &mr

4 z s P

monomeros o polimeros, agciclicos, mono- o policileli-
cos, que tengan anillos carbociclicos o heterocfeli-~

cos. Tos ligandos tendrén una amplia variedad de -

funcionélidades, tales como halo, oxocarbonil,-neno~
xocarbonil, amino, oxi (hidroxi, arilexi, alilbxi}y
cicloaliloxi ("alil' significa un radical alifdtizo
monovalente), fiégxi, ditio, hidrazo y combinaéidnes

de las mismas.

Log ligandos pueden ser divididos en tres

- 4 . ’
categorias diferentes, basadas en su relacion biolo-
glica con el receptor. La primera categoria es la de

antigenos, los cuales cuando son introducidos en el

torrente sangufneo de un vertebrado, dan por resul-

tado la formacion de anticvuerpos. La segunda catego-

ris es la de haptenos los cuales, cuando son enlazg-

dos con una proteina y esa proteina enlazada con hap~

teno es introducida en el torrente sanguineo de wn
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vertebrado, se forman anticuerpos especificos pars el
hapteno. La tercera categoria de ligandos incluye ague~-

llos que tienen receptores naturales en un organismo

vivo y los receptores pueden ser aislados en una forms

especifica para el ligando.

Por supuesto, las substancias bioldgicas que
son nativas para una especie y que tienen receptq¥es
naturgles en esa especie, tamhién pueden ser haptenos
cuando estan enlazados con una proteina y son intro-
ducidos en un animal de la misma o de difersnte espe-
cie. Por lo tanto, la clasificacidn es un tanto arbi-
traria, ya que el ligando puede ser un antigeno-para
una especie, un hapteno para otra especie y, eniuha
tercera especie, puede tener receptores naturalgéii

Los antigenos, en su mayor parte,:sonzédr
naturaleza proteinas o polisacaridos y son extrafios
al animal en el cual son inyectados.

El cuerpo de ligandos mas importante pars

los propésitos de la invencidn, son los haptenos, o

sea "Substancias que al ser inyectadas no dan origen

a anticuerpos, pero gue son capaces de reaccionar es-

pecificamente con anticuerpos para producir ya sea
precipitacidn o inhibir la precipitacidn, se denominan
haptenos. Esta definicidn se ha utilizado no solamente

para incluir a las substancias quimicas simples que

- 26 =
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son determinantes de la especificidad cuando estian
conjugadas con proteinas y gue inhibven la precipita-
cidn, sino tambiédn a las substancias obtenidas de
fuentes naturales %ales como los polisacaridos y el
dextrano espec{ficamente de tipo neumocoecico, que
no son antigénicos en el conejo al aplicar la inyesc-

cidn primaria", segin Kabat y'colaboradores, Experiz
mental Immunochmistfy, Charles C. Thomas, Sprin“fiéid,

~

Illinois, (5967)1 En la siguiente descripeidn,el’:-

’ . ’ . sa Lu
termino hapteno estara confinado a grupos no antige-

nicos introducidos artificialmente en proteinas’que

-
Qoo

afectan la especificidad y se aplicard a tales §i=

" -~

0 '] r L )
chos, sin que importe que el grupo esté n no este

-
. A

ligado con la proteina. -

El tercer grupo de ligandos es el de’%éhe—
1los que tienen receptores naturales. Los receptorés
pueden ser proteinas, acidos nucléicos, tales como el
dcido ribonucléico (ARN) o deido desxoribonucléico
(ADN) o membranas asociadas con células. Los ligandos
ilustrativos que tienen receptores naturales, son la
tiroxina, muchos esteroides tales como los estrégenos,
cortisona, corticosterona y estradiol; los polipépti~
dos tales como la insulina y la angiotemsina II, asi
como otros compuestos naturales bioldgicamente acti-

vos. Ver Murphy y colaboradores., J. Clin. Endocr.,,
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24, 187 (1964); Murphy ibidem 27, 9'73" (1967); ibidem
28, 343 f1968); B3sA, 176, 626 (1969); McEwen y cola-
boradores, Nature, 226, 263, (1970) y Horgen y colabo-
radores, Diabetes (1966), Page y colaboradores, ibi-
dem, 28, 200 (1969).

Los ligandos también pueden ser puestos en
categorias por familias quimicas que han guedado acep—
tadas en la literatura. En algunos casos y que quedan
incluidos en la familia pars los propésitos de estd
invencidn, estardn aguellas substancias flSlomlmetlcas
que son similares en estructura a una parte de la’ @8-~
tructura natural y que, ya sea, imitan o inhiben .lss
propiedades fisioldgicas de la substancis naturai,(
Ademas, se incluirén grupos de substancias sint€ticas,
tales como los barbituratos y las amfetaminas. Eﬁ’adi—
cidn, cualquiera de estos compuestos puede ser modifi-
cado para enlazarlo con la enzima en un sitio que oca~
sione sea destruida toda la actividad bioldgica. Estos

compuestos modificados se denominen simuladores de li-—

gando,

Alcaloides

Ia primera Categoris es la de los alesloides.
Se incluyen en la categoris de alcaloides, para los
propésitos de esta invencion, aquellos conpuestos que

son preparados sinteticamente para simular fisioldgi-
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_camente a los alcaloides naturales. Todos los alcé;
loides naturaies tienen amina y nitrdgeno como miem—
bro hetercanular. Los alcaloides sintéticos, norygal-
Vmente, tienen ung amina terciaria la cual puede 0 no
puede ser un miembro heteroanular. Los alcaloidds
tienen una gran variedad de funcionalidades presentes
en la molécula, tales como éteres, hidroxilos, éste~
res, acetales, aminas, isoxazolo, olefinas todas: -~

las cuales, dependiendo de su posicidn particular:en

1lg molécula, pueden ser utilizadas como sitios pqﬁq

~

enlazarse con la enzima.

Un grupo de alcaloides preferido en parsi-

o -

) . . P
cular, son los alcaloides de morfina Yy sus analogcs

sintéticos, fisioldgicamente miméticos. Todas estss

-

moléculas tienen las siguientes funcionalidad y esg-

tructura mitima’

en donde las valencias libres son satisfechas por una

- 29 -
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amplia variedad de grupos, primordialmente carbono
« a2
e hidrogeno.
El anélogo enlazado con enzimas de estos
compuestos, en su mayor parte, tendrs la siguiente

estructura esquelética minima:

;>c<;—-c———-m:: -{._
c M

en donde X es un enlace o una funcionalidad, tal. como
imino, azo, oxi, tio, sulfonil, oxocarbonil, nsﬁoio—
carbonil o combinaciones de las mismas. El ox{geno
estard en las posiciones orto, meta o (5 . A es una
enzima que estd enlazada con X en un sitio que no sea
su sitio reactivo y retiene ume parte substancial de

su actividad enzimdtica natural. Solamente hay un

X~A por molécula de ligando, aunque pueden haber mu~-

. chos ligandos enlazados g través de X con la enzima

A. Cuendo se mencione una molécula con relacidn con

un -X-A%, se debe entender la molécula de ligsndo.
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L

I

LM
B Rt PO

16

Por lo tanto, la formula asnterior y las férmulas
subsecuentes no se deben interpretar como limitativas
de las moléculas a un ligando por enzima. Mis adelante
se ampliara esta descripcion. i

La morfina enlazada con enzima y sus andlo-

gos estrechamente relaciomdos, tendran la siguiente
formula: ' an

94
W9 W . ) ~aa

en donde:
cualquiefa de lss grupos W pusde ser -X*—Ax“o, un
H de cualquiera de los grupos W puede ser reemplaza-

do por X-4E, Subsecuentemente, se definirg a ~XF-A*

(solamente hay un -X*-A% por molécula);

W oes hidrogeno o hidrocarburc de 1 a 8 atomos de
carbono; particularmente alquilo de 1 a 3 dtomos de
carbono y aralquilo, por ejemplo, metilo y (5—fene~
tilo; -

2 14
W es hidrogeno;
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W3 es hidrdgeno;

wt

es hidrégeno o, btomado junto con W3, es un ra-
dical divalente de 3 a 6 atomos de carbono y de O a
2 gtomos de oxf{geno, que forman un anillo carboci-
clico de seis miembros con la cadena de carbono a la
cual estan enlazados, por ejemplo, propileno-1,3,
1-hidroxiprop~2~enilen-1, 3, 1-hidroxipropilen-1, 3,
l-acetoxipropilen~1, 3, l—acetoxiprop—2—enileno;l{3;"
l-oxopropilen-1,3, l-oxoprop—2-enileno-1,3;

W es hidrdgeno o hidroxilo;

W es hidrdgeno, hidroxilo o, tomado junto 6§n5

W5, es oxi (-0-); -
W oes hidrogeno o metilo;

8

W° es hidrdgenc o hidroxilo;
#° es hidrdgeno, hidrexi, aciloxi de 1 a 3 dtomos
de carbono, por ejemplo, acetoxi (salvo que se’indi—
que lo contrario, acilo significa solamente nonoxo-
carbonilo), hidrocarbiloxi de 1 a 3 dtomos de carbono,
por ejemplo, metoxi, etoxi 2-(N-morfolino)etoxi y
glucuronilo y,

w9a es hidrégeno. {Debe guedar entendido que en
todas las formulas, excepto cuando se indique una es-
tructura minima o esquelética, las valencias insatis-

fechas, son satisfechas por hidrdgeno).

(Hydrocarbilo es un radical organico compuesto

- 32 -




10

15

20

25

solamente por hidrdgeno ¥y carbono puede ser seturado
o insaturado, alifdtico, aliefclico, aromdtico o com—
binaciones de ello).

Los analogos de morfina tendrdn la siguiente

formula

wo

w° wt' o
NG S

W4V/

0-1 sitio de insaturacion etilénige -

en donde:

~

cualquiera de los grupos puede ser -Xo—A% o ua H

de cualquiera de los grupos W puede ser reemplazado

por -X*~-A%*. Subsecuentemente se dard lae definicidn

de ~X*-A%. (Solamente hay un -X*-AF por molécula);

1

W' es un alquilo de 1 a 3 atomos de carbomo,

“por ejemplo metilo;
t

4 . . . .
W ,es hldrégeno, hidroxi, oxo o acetoxi;
1
%' es hidrdgeno o hidroxilos
1
W' es hidrdgeno, hidroxilo o, tomado junto

!
con W y €8 oxi (-0-) y,

- 33 -




10

15

20

25

1" es nidroxi o alcoxi de 1 a 3 dtomos de
carbono.

Los narcdticos ilustrativos que pueden ser
enlazados a una enzima ineluyen morfina,mheroina,
hidromorfona, oximorfona, metopon, codeina, hidrocodo~
na, dihidrocodeina, dihidrohidroxicodeina, folcodina,
dextrometorfan, fenazocing y dioning y sus metaboli-
tos, '

TLos compuestos preferidos tienen W1 o) W,;
como -X*-A% o tienen a W2 y W} toumados juntos, pgré=
proveer A’E-X*—CHCHZCHQ- 0, A®-X*_CH-CH=CH-. -

Los compuestos ilustrativos gue pueden_ger
enlazados a una enzima incluyen Os—carboximétilmd?fi—
na, N—(Z'-carboxipropil)03-metilmorfina, suceingtn de
07-netil, 0T-mortinil, 2-aza-2- (21" ~feniletil)-5,9~
dinetil-6,7-(5'-carboximetoxibenzo)biciclo (3,311 )oct-
~6-eno, 03-etil, 07-(3'-aza-5-clor0pentil)morfina,
07-acetil, 03-carboximetilmorfina, 7,8~dihidro-1l4-hi-
droximorfinona, O-carboximetisloxims, ¥y 03—(2'-aminoetil)
morfina.

Debe quedar entendido que los diversos gru—
pos son selecc;onados de modo que se relacionan con
compuestos conocidos de interés fisioldgico. Ia diferen—
cla primaria entre los compuestos coﬁbéidos y los com~
puestos de referencia,.gs el grupo de enlace y la pre-—

sencia de la enzins.
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Otro grupo de compuestos que tienen acti-
vidad narcotica son la metadona y sus analogos que,

en su mayor parte, tienen la siguiente formula

.
w'® _¢ () 1
| n W@

w4

en la cual:

cualquiera de los grupos puede ser -X:-A% o un H
de cualguiera de los grupos W puede ser reemplazado
por -X"-A®. Subsecuentemente se definird -X*-A%, (So-
lamente hay un -X-A¥ por moldcula);

nes 00 1, siendo usualmente el mismo en ambos ca-

S083

mes 2 o 3;
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w10

w1

es hidrégeno;
y W2 son hidrégeno o alquilo de 1 a 3 dtomos
de carbono por ejemplo metilo 0, pueden ser tomados
Juntos para formar un anillo de 6 miembros con el
atomo de nitrdgeno al cual estdn fijados, por ejemplo
pentileno~l,5 y 3~oxa o 3~azapentileno-1,5;

W13

es hidrogeno o metilo y solamente un W13 es

metilo
W14
W15 es hidrogeno o hidroxilo;

W16 es hidrdg eno, aciloxi de 1 a 3 dtomos de oar-

es hidrogeno;

bono, por ejemplo propionoxi 0, hidroxi (cuando Tan—
to W15 como W16 son hidroxi, se entenders el grupo
0X0) ¥, . 7

W' es nidrdgeno o alquilo de 1 a 3 stomos de car-
bono, por ejemplo etilo.

Los compuestos ilustrativos que pueden ser
enlazados a una enzima son metadona, dextromoramida,
dipipanona, fenadoxonsa, propoxifeno (Darvon) y ace-
tiluetadona.

También estan incluidos los metabolitos de
la metadona y anélogos de la metadona. Entre los meta-
bolitos de la metadona, estd N-metil-2~etil-3,3-dife-—
nil-5-metilpirrolina.

Los compuestos preferidos son cuando W11 0
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0 W17 son -X*-a%,
Una blase mas reducida de metadons y sus

compuestos, tienen le férmuls:

5 10!
5" W'
w7 !; C—_CH CH s
\———-’\’—\/ ‘Lx
| \ 129
H — W
10 W16' — o
CH,
g4

15 en la cual: .
cualquiera de los grupos W puede ser —XE-A% o
un H de cualquiera de los grupos W puede ser reempla-
zado por -X*-A%. Subsecuentemente se definirs YF-A%
(Solamente hay un ~X*-A% por moldoula);
20 w10' v w4 son hidrdgeno;
W11' y W12" son metilo o son tomados juntos
con el atomo de nitrdgeno al cual estan enlazados,
para formar un anillo morfolino o piperidino;

151 161 s . . .
W yWw son hidrogeno, hidroxi o acetoxi,

25 siendo por 1o menos uno, hidroxi o acetoxi ¥,
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1 ’
W17 es algquilo de 1 a 3 atomos de carbono.
Los metabolitos de la metadona y los andlo-

g0s proximos en su mayor parte, tendren la siguiente

formulas

v("loll

L4
130 17"
W 3—[ ]

l WlS"
WH“ i

en la cual:

cualquiera de los grupos W puede ser B Y L
un H de cuélquiera de los grupos W puede ser reempla-
zado por -X*—A®. Subsscuentemente se definird -xF-a¥
(Solamente hay un -X*—A% por moléecula);

g es fenilo;

w19" es hidrdgeno;

w1 es nidrdgeno, metilo o una valencia libre
unida con W15?;
“[13"

" , . .
W15: es hidrogeno, hidroxi o, tomendo junto con

es hidrdgeno o metilo;

W11", forma un doble enlace entre el atomo de nitrd-

geno y el atomo de carbono a los cuales estdn respec—
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tivamente enlazados W11f y W'y,
W77? es alquilo de 1 a 3 atomos de carbono,
usualmente 2 atomos de carbono.

Los compuestos ilustrativos gque puedeﬁ ser
enlazados a una enzima incluyen fenilbenecil (1-dime—
tilamino-2-propil )metilsuccinato; fenilbencil(1-dime-
tilamino-2-propil Jmetiloxalato; difenil(Z-dimetilam17
no-1-propil)uetilmaleato; orto—carboximetil—4,4-d;$g;
nil-7—dimetilamino-2—heptanona—oxima; 4,4—difenil;%7‘
dimetilamino-3~octilsuccinato; N9(2,2-dif6n11-3-mefi;—
~4-morfolino-butiril)glicina y deido 3—et11-4.,4—q£1}fé-
nil-6-dimetilaminohept~2~enoico. ”:*-

El tercer grupo de compuestos que tienen ac-

tividad narcdtica y que son meperidina o andlogos de”

. meperidina tienen, en su mayor parte, la siguienta

formula:

WZO

W
w23

o

wel

en la cual:
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cualquiera de los grupos W puede ser -XF-A% o un
H de cualquiera de los grupos W puede ser reemplazado
por -X*-A%¥ por molécula);

720 o5 hidrdgeno;

w2l es hidrogeno, alguilo de 1 a 3 étomosrde carbo-
no, por ejemplo metilo; fenilaminoalquil, por ejemplo,
fenilaminopropil o aminofenilalquil, por ejemplo:
a) - (para~aminofenil )etil (alquilo de 2 a 3 dtomos

de carbono)
sz es hidroxi o alcoxi de 1 a 3 atomos de carﬁdno,
por ejemplo, etoxi; |
723 es hidrogeno o metilo.
Los compuestos iluétrativos son meperidina,
alfaprodina, alvodina y anileridina.

Los compuestos preferidos son aguellos en
2

donde W 1 o W22 es -Xo-A% o un hidrdgeno de W21‘ésté
reemplazado por ~XE_AE,

Los compuestos ilustrativos gque pueden estar
enlazados con una engzima incluye dcido 1,3-dimetil—4-
fenil—4—piperidinilcarboxilico, 1-carboxinetil—4~Lfe-
nil-4~carboxilpiperidina y N-(1-metil-4~fenil-4-pipe-
ridilcarbonil )glicina.

Un segundo grupo de ligandos de interds-estan

basados en la triptamina y recaen dentro de la clase

de alcaloides de indolo, mds espec{ficamente alcaloides
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de cornezuelo. Estos compuestos tendran la siguiente

estructura minima:

A\

en los cuales las valencias libres estan satisfeéﬁas
con uwna gran variedad de grupos, primariamente éai;
bono e hidrdgeno, aungue pueden estar presentes'f’
otros substituyentes, tales como grupos carboxi,  gru-
pos hidroxilo, grupos ceto, etc. Bl miembro méQJ;}
comin de esta clase que encuentra uso es el doido-
lisérgico, principalmente como su dietilamida::éﬁros
miémbros deiesta clase incluyen ergotamina, ergota-
minina, geido isolisérgico y ergosina. Otros miembros
de la familia de alcaloides de indolo que también
pueden ser ensayados, son el grupo estricnino y el
grupo indolopiridocolino, los cuales tienen.como
miewmbros a la yohimbina y la reserpina.

Los alcaloides de indolo substituidos por
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enzimas, tendran la siguiente Férmula:

] ﬁl)éll
w7

en donde X y A tienen las definiciones expresadas'an-

teriormente.

Otros grupos de alcaloides incluyen los al-
caloides de esteroides, los alegloides de iminaéélil,
alcaloides de quinazolina, alcaloides de isoquiﬁbii-
na, alcaloides de quinolina, siendo 1g quinina éi
mas comin y los alcaloides de’diterpenc.

En su mayor parte, los grupos de alcaloides
enlazados g uﬁa funcionalidad de enzimg tendrsn un
peso molecular desde alrededor de 300 a 1500, mds
usualuente de alrededor de 400 z 1000 de peso mole-—
cular. Los grupos de alcaloides estén, por lo norual,
compuestos tan solo de carbono, hidrdgeno, ox{geno
¥ nitrogeno; el ox{geno estd presente como oxi ¥y O0Xo

y el nitrdgeno estd presente como amino o amido.
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De importancia significativae son los me-
dicamentos y drogas que, aunque tienen un uso mé-
dico beméfico y apropiado, ham encontrado distribu~
cidn fuera del uso médico y se ha abusado de ellos.
Los gruﬁos ilustrativos dentro de esta categoria
son las amfetaminas, barbituratos, cocafna y otras
drogas que se usan para proveer sstimulos emociona—~

les. . e

Catecolaminas : -

ELl primer grupo son las oatecolaminas;@el

la férmula

en donde:
cuslquiera de los grupos pusde ser ~X*-A% o un
H de cualquiera de los grupos puede ser reemplazado

por X®-A%, subsecuentemente se definird x*-p¥, (Sola~
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mente hay un -X*-A% por molécula;

0

730 es hidrdgeno o alquilo de 1 & 3 4tomos

de carbono, por ejemplo metilo;
131 o5 higrégeno o alquilo de 1 & 3 dbomos

de carbono, por ejemplo metilo;
§32 5 ¢33

w34

son hidrdgeno;
es hidrdgeno, hidroxi, dimetoxicarboxife-

nacilo y dimetoxi-slfa-ftalidil;
3o y w3% son hidrégeno, uno de los cuales
puede ser tomado xon W31 para former un enlace y,

cuando W31 35

32, g33

y W=7 son tomados juntos, cada uno Ggi

y de w30 y W36 puede ser tomado'junto'pa-
ra formar un doble enlace;

w3 es hidrdgeno o alcoxi de 1 a 3 Ztomos
de carbono, por sjemplo metoxis;

w38 v W39 son hidroxi o alcoxi de 1 af3 3to-
mos de carbono, por ejemplo metoxi.
Los compuestos ilustrativos incluyen co-

M I'4 i . .
tarnina, narceina, noscepina y papaverina.

Los compuestos preferidos son en donde W3o,

w5 )

son -X*~A¥ o tienen un hidrdgeno reempla-
zado por ~XE-p%,

Los compuestos ilustrativos que pueden cs-
tar enlazados a una enzima son:narce{na, 1-carboxi-

metil-Z—metil—G,7-metilendioxi—8—metoxi,1,2,3,4-te-
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trahidroisoquinolina y, 1-(2',3',4'-trimetoxi=~2-car—
boxibencil)-Z-metil-6,7-metilendioxi—8-metoxi—l,2,3,4-
-tetrahidroquinolina.

Otro grupo de catecolaminas son la epine~
frifia o amfetaminas y los compuestos relacionados.

Estos compuestos tienen la formula:

G R
w44 CH. C f{i
l\\\\ﬂm--. W e
w2 e
W4 w41
en donde: -

cuelquiera de los grupos W pusde ser -Xo-AF ¢
un H de cualquiera de los grupos W puede ser reempla-
zado por -X*-A®, Subsecuentemente se definira —XE-aA%
(Solamente hay un -X-A% por moldeula);

W40 3 w*1 son nidrdeeno, 2—fenil-2-butil o al-
quilo dela 3 atomos de carbono, por ejemplo metilo
e isopropilo, preferiblemente uno es hidrégeno;

cada W' es el mismo o diferente y es hidrdge-

no, alquilo de 1 a 3 atomos de carbono, por ejemplo
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metilo y etilo y carboxi, nabiendo un so0lo carboxi

0, un W4'2 pucde ser tomado junto con W41 pare for-

42

mar un anillo de piperidina; usualmente W'~ es hi-~

drogeno o metilo;
W43
W44

es hidrdogeno o hidroxilo y,
v W son nidrdgeno, hidroxilo o alcoxilo
de 1 a 3 dtomos de carbono. |

Los compuestos ilustrativos que pueden e~
tar enlazados con una enzima son efedrina, epinéffi—
na, I-dopa, cohefrina, bencedrine (amfetamina), pé—
redrina, metamfetamina, fentermins, metilfenidafd_ﬁ
y norefedrina.

Los compuestos ilustrativos que pueden es-
tar enlazados 2 une enzima incluyen dcido 31(3”;4‘e
dihidroxifenil)-3-hidroxipropidnico; N-(B- (B-,-j—%‘-’tri-
hidroxifen)etil) N-metilglicina; N-(1-fenil-2-pro-
pil) N-metilglicina; &cido N-(1-fenil-2-propil )oxa-
lamico; dcido O-(1-fenil-2-metilamino-1-propil )gli-
colico; dcido para-(2-dimetilaminopropil—1)fenoxi-
acético; N-(1'-fenil-2'-propil)glicina; decido 4-me—

tilamino-4-fenilvalérico; acido para-(2-aminopropil-

" ~1)fenoxiacético y, dcido 3-amino-4-fenilbutirico.

Cuando W44 ¥y W45 son hidrégeno, las com~
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puestos preferidos tendran la siguiente férmulas

!
wi6é! W43 w42'

LH___.LH.___N___W4°’

l

w41t

.

en donde: AT

<~

cualquiera de los grupos W puede ser -XE=p%-
o un H de cualquiera de los grupos W puede estaff‘
reemplazado por -X*-A%. Subsecuentemente se defﬁﬁil
ré -X®-A% (Solamente hay un ~XE-A%¥ por moléouléj?

1% 7 w*" son nidrdgeno o alquilo de TI°g-3

atomos de carbono, preferiblemente uno es hidfééeho;

wde! s Al o el
W es hidrogeno o metilo;

W43' es hidrégeno 0 hidroxilo; S
461 et
W es hidrogeno.
44 45 . )
Cuendo W™" y W' son oxi, los compuestos

preferidos tienen la siguiente formula
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en donde:

cualquiera de los grupos W puede ser -XT=A% o
un H de cualquiera de los grupos W puede ser reem-
plazado por -XF-p%, Subsecuentemente se dsfinirs,
X-%-A* (Solamente hay un -X®-A% por moldcula);

]
W4Oi’ wht" ¥ W42?
743" eg hidrogeno o hidroxilo y,

W44" ¥y W45? son hidroxilo o metoxilo vl

son hidrégeno o metilo;

Los compuestos estrechamente relacionados
con las amfeteminas son aquellos en donde en subs-
titucidn del anillo de fenilo se usa un anillo sati-
rado de 5 o seis micmbros. Estos compuestos tendran

le siguiente fdérmula:

whe' w3t ! glor

| ~

Hpp1C A—C HO——

YN4‘1 '

en donde:
. XE 3
cualquiera de los grupss W puede ser - -A
0 un H de cuwalquiera de los grupos W puede ser reem-
plazado por -X*-A%, Subsecuentemente se definird

X*-A% (Solamente hay un XE-AE por molécula);
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ot 43!

w0 naste w tienen la definicidn expresals
antes;

W' os hidrogeno y,

n es un entero de 4 g 5,

Barbituratos

Los barbituratos son uns amplia clase de
drogas sintéticas que encuentran uso y abuso exten=—

Sos y frecuentes. Estos compuestos son fécilmente He-

.
-

cesibles en su forma sintética y su uso es vigilado -
con dificultad. Los compusstos que enconbtrardn uso-

recaen en la férmuls: “a

en donde:

cualquiera de los grupos W puede ser -XE-pA%"
0 wn I de cualquiera de los grupos W puede estar
reeuplazado por -X®~A%, Subsecuentemente se definird
X®-A% (8610 hay un -X®-A% por moldcula )3

720 s hidrogeno, alquilo de 1 a 3 dtomos de

carbono, por ejemplo metilo o catidn de metsl alealino,
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por ejemplo,sodio;

wl y W22 son hidrégeno, alquilo, alquenilo,
cicloalquilo, cicloalquenilo o hidrocarburo arilo
de 1 a 8 pero mds generalmente 1 a 6 gtomos de car—
bono, por ejemplo, etil, n-butil, X -metilbutil,
isoamilo, alilo, Z}1—ciclohexenilo y fenilo; por
lo genersl W52 es hidrocarburo de 2 a 8 gtomos de
carbono; o
3

w3 es hidrégeno o catidn de metal alcaling -

por ejemplo sodioj
% es oxfgeno o azufre.

Los cbmpuestos ilustrétivos que puedengser
enlazeados a una enzima son Veronal, Medinal, Lumi-
nal, Prominal, Soneryl, Nembutal, Amital, Dial;';
Phenadorn, Seconal, Evipen, Fenobarbital y Peﬁﬁétél.

Los compuestos preferidos tendrfan,'éﬁmo
XE % o w0 o w0l oo hidrdgeno de W0 o w21, Tam-
bién se prefiere cuando uno de W51 ¥y W52 es un al-
quilo de 1 a 4 atomos de carbono.

Los compuestos llustrativos gque pueden
ser enlazados con una enzima incluyen: gcido 5,5-
dietil-1-carboximetilbarbitirico; dcido 5-etil-5-n-
butil-1-succinilbarbitirico; acido S5-etil-5-fenil-1~
~(N-(2"'~cloroetil )2"-aminoetil )barbitirico; dcido

5- (2! —carboxi- 221'2' _¢iclohexenil )-1, 5-dimetilbar—
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e

bitdrico y, dcido 1-metil-5-etil~5(p-carboxifenil

barbitirico.

Cocaina

Una droga de significativa importancie en

su cantidad de uso es la cacaina. ILa cocaina marca-

da con enzimas o los metabolitos o andlogos de la

cocafna, tales como la ecgonina tendrén, en su ma—

yor parte, la siguiente formula: : N

' 55 o
CH CHOOW
CH, fl

\.N—— 5! cH-ow??  "1-

{ IGH - f—\a
H2 2 T

en donde: 7 1

cualquiera de los grupos W puede ser -XE-p¥

o un H de cﬁalquiera de los grupos W puede ser
reemplazado por -X*-p%, Subsecuentemente se defini-

rg X*=-A% (5810 hay un X*-A% por moldcula);
W55

6

es hidroxi, metoxi y amino;
#° es hidrégeno o benzoflo Vs

W27 es hidrdgeno o alquilo de 1 & 3 4tomos de
carbono, por ejemploc metilo.

Los compuestos ilustrativos que pueden es—
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tar enlazados a una enzima incluyen el écido norecgo-

nil-8-acético y la N-carboximetil norcocaina.

Difenilhidantoina

" Otro compuesto de interds es el medicamento
antiepiléptico difenilhidantoins. Este compuesto y

sus analogos tendrsn la sigulente férmula:

4 webo e
Wa62 Fii I ﬂ{ “":J

en donde: _
cualquiera de los grupos W puede ser -Xx-Ax
o.un H de cualquiera de los grupos W puedé ser,?egm—
plazado por -X—A%, Suﬁsecuentémente se definirg
1¥-A* (S81lo hay un -X-AF por moldcula);
4 es fenilo y
Wa60’ WQG1 v Wa62 son hidrdgeno.

Aminoacidos, Polipéptidos y Proteinas

El siguiente grupo de compuestos son los
aminoscidos, polipéptidos y protefnas. En su mayor
parfte, los aminogcidos tienen un contenido de carbono

dn la gama de 2 a 14 dtomos de carbono e incluyen
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una variedad de grupos funcionales tales como mer~
cépto, ditio, hidroxil, amino, guanidil, pirrolidi-
nil, jndolil, imidazolil, metiltio, yodo, difeniléter,
hidroxifenil, etc. Estos, por supuesto, son princi-
palmente los aminoscidos relacionados con 105 huma~-
nos y en los animales y las plantas $e encuentran
otros aminogcidos.

Los polipéptidos, por lo general, abaﬁ@%ﬁ
de alrededor de 2 a 100 unidades aminodcido (por 1
general con peso molecular de menos de alrededqgi“
de 12,000. Los polipéptidos mayores son llamad;;;;

RIE

arbitrariamente proteinas. Las proteinas estén com~

“ -
Ay

puestas, por lo general, de 1 a 20 cadenas deqp9li-
péptidos,'llamédas subunidades, que estan asogﬁé&as
por enlaces covalentes o no covalentes. Ias sqbﬁﬁi—
dades son desde alrededor de 100 a 300 grupoéﬂé&i~
nogcido (aproximadamente 10,000 a 35,000 de peso mo-
lecular).

| Los polipéptidos y subunidades de proteina
individuales tienen, por lo normal, de alrededor -
de 2 a 300 y usualmente de alrededor de 2 g 150igru—
pos aminoé&ido recurrentes. Por lo genersl, los po-
lipéptidos y subunidades de proteina de interds ten—

dran un peso molecular no mayor de 40,000, por lo co~-

min nd mas de alrededor de 20,000 de peso molecular
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y mayor de alrededor de un peso molecular de 750.
Cualquiera de los aminodcidos se puede utilizar pa-
ra preparar el polipéptido. Debido a la emplia va-
riedad de grupos funcionales que estan presentes en
los aminogeidos y con frecuenocia estdn presentes en
los diversos polipéptidos naturales, la enzima puede
ser enlazada a cualquier funcionalidad conveniente.
Por lo general, la enzima puede ser enlazada a uﬁi"'
grupo cisteina, lisina o arginina, aunque se puedq
usar serina, treonina o cualquier otro aminoécidél
con una funcionalidad conveniente, por ejemplo,'cér—
boxi e hidroxi.

En su mayor parte, los polipéptidos ﬁéféa—

. . . I'd
dos con enzimas tendran la slguiente formula:

e A

(o ey
R n R .

en donde X y A tienen la definicidn expresada previa-
mente y R es un residuo de amihoécido, n es un en-
tero de 1 a 20,000, més usualmente de 1 a 500 y por

1o general de 2 a 200. n' es un entero de cuando me-
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péptido divido entre 20,000. Con los ligandos peque~
fios, solamente estara enlazada una enzima a un ligan-
do; pero con los ligandos de alto peso molecular,
tales como polipéptidos con peso molecular de alrede—
dor de 4,000 o'mayor, se puede enlazar una plurali-
dad de enzimas al ligando.

Los aminogeidos ilustrativos incluyen glis

A
> ~

cina, alenina, serina, histidina, metionina, hidro-:
xiprolina, triptéfano, tirosina, tiroxipa, ornitléa,
fenilalanine, arginina y lisina. Los polipéptiddé;f

de interds son ACTH, oxitocina, hormona luteini%ééo-
ra, insulina, proteina de Bence-Jones, gonadot®opi-

na coriénica, gonadotropina pituitaria, hormoné“dél

crecimiento, fenina, globulina de enlace de tiféki-

dos, bradykinina, angiotensine, hormona folicﬁiﬁés—

timulante, etec.

En muchos casos sers deseable digerir;ﬁna
proteina y ensayar si hay fragmentos pequefios de
polipéptidos. Luego, la concentracidn del fragmento
puede ser relacionads con la cantidad de la proteina
original.

Esteroides:

-Otro grupo importante de compuestos que

encuentran uso en esta invencion, son los esteroides,
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que tienen una amplia gama de funcionalidades, de-
pendiendo de su funcidn en el cuerpo. Ademds de
los esteroides, estan las substancias esteroidomi-
méticas, las cuales aunque no tlenen la estructura
policiclica bésica del esteroide, proveen algunos
de los mismos efectos fisioldgicos.

Los esteroides han sido estudiados en for-
ma extensa y se han preparado derivados que han si=
do enlazados con proteinas antigénicas para la pro-
paracién de anticuerpos de los esteroides. LoS oom—
pusstos ilustrativos incluyen: BSA (albimina dé-Sﬁe-
ro bovino)17beta-estradiol-6- (O~carboximetil-oxina)
(Exley y colaboradores, Steroide, 18, 593, (1971);
derivado testosteron~3-oxima de la BSA (Midgléy'j
colaboradores, Acta Endocr. 64, suplemento 147} 320
(1970)) y derivado progesteron-3-oxima de BSA:<Midge
ley y colaboradores, ibidem).

En su mayor parte, los esteroides utili-

zados tendrén la siguiente estructura:

B -

— T X-A
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en donde X y A tiemen la definicidn expresada ante-r
fiormente. Por lo general, la enzims estarg enlaza-
da a los anillos A, B o C en las posiciones 2, 3,

4, 6,u 11 o, en la posicion 16 o 17 del anillo D o
en las cadenas laterales en la posicion 17. Los ani-
llos pueden tener diveroé sﬁbstituyentes, en parti-
cular grupos metilo, grupos hidroxilo, grupos oxocar-

bonil, grupos éter y grupos amino. Cuslquiera de"gs=

ana

tos grupos se puede utilizar para enlazar la enzima®
8 la estructura bdsica del anillo. En su nmayor par—

, _ . , .
te, los esteroides de interés tendran, cuando meros

une, por lo general de 1 g 6 y usualmente de 1 a’4
funcionalidedes ox{geno, por ejemplo, alcohol, dter,

I'e ’ . Toa
esteres o ceto. Ademas, pueden estar presentes subs~

tituyentes halo. Los esteroides tendran, por lo‘gé-

nerasl, de 18 a 27 dtomos de carbono.

Los anillos pueden temer uno o mas sitios
de insaturacidn, sea etilénica o aromdtica y pueden
estar substituidos en posiciones tales como las po-
siciones 6, 7 y 11 con substituyentes oxigeno. En
adicién, puede haber grupos metilo en las posiciones
10 y 13. Ia posicidn marcada con una %, 17, puede
ser y sers variada grandenente, dependiendo del este-
roide en particular, Z representa dos grupos monova-

lentes o un grupo divalente y puede ser un oxigeno
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carbonilo, un grupo hidroxi, un grupo alifdtico de
1 a 8 dtomos de carbono incluyendo un grupo aceti-
lo, un grupo hidroxiacetil, carboxi & carboxial-
quil de 2 a 6 atomos de carbono, un grupo acetilé-
nico de 2 a 6 atomos de carbono u grupos algquilo o
alquilo oxigenado halo-substituidos o, un grupo
que tenga mgs de una funcionalidad, por lo general

de 1 a 3 funcionalidades. )

Para Z puede haber un H o un segundo gru-
po, en particular hidroxilo; alquil, por ejemp;d;
metilo; hidroxialquilo, ﬁor e jemplo hidroximetiioj
halo, por ejemplo fluoro o cloro; oxiéter y siﬁiia—
res.

Estos esteroides tienen uso como hoﬁménas,
masculinas y femeninas (sexuales) las cuales péeéen
ser divididas en estrdgenas, gestogenas y anéféée-
nas, hormonas adrenocorticales, (glucocorticoides),
acidos biliafes, glicosidos cardiotonicos y aglico-
nas, asi como saponinas y sapogeninas.

Ias substancias miméticas de los esteroi-
des, en especial las hormonasrsexuales, estdn ilus-
tradas por el dietilestilbestrol.

Las hormonas éexuales de interés pueden

ser dividdas en dos grupos: hormonas masculinas

(endrogenas) ¥ las hormonas femeninas (estrdgenas).
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Los androgenos que enconbtrardn uso tendrdn

la siguiente fdrmula:

7W63 A.AQI
62 /// " - S
W wé4 wo4 7 -:“,
0-1 sitio de insaturacidn etildnica **-
en donde:

cualquiera de los grupos W puede ser —X?<A¥

0 un H de cualguiera de los grupos W puede ser resm-—

~

plazado por ~X*-A%, Subsecuentemente se définiré_

X*-A* (3810 hay un -XF-A% por molécula);

w0 es hidrogeno o hidroxilo;

%! es nidrdgeno, metilo o hidroxilo (cuando

dos grupos enlazados al mismo dtomo de ecarbono son
hidroxilo, se entenderé que es 0xo0);

w02 y w3 son hidrdgeno o hidroxilo, cuando
menos uno de W60"63 es hidroxi (ya sea como hidroxi
u 0x0);

64

W7 es hidrogeno o dos W64 pueden ser tomados
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juntos para formar un doble enlace:

65
66

W°~ es metilo y,

W es hidrdgeno.

Los compuestos ilustrativos que pueden
estar enlazados a una enzima incluyen testosterona,
androsterona, isocandrosterona, etiocolanolona, me-
tiltestosterona y dihidroisoandrosterona.

Los compuestos ilustrativos que pueden .ser
enlazados con una enzima incluyen B-carboximetoxi-
testosteronoimina, carbonato de 17-monotestostero-
nil, succinato de androsteronil, maleato de testos-
teronil, 03 carboximetil, 017-metia1-androst-5-qno—
-3beta; 17beta~diol, testosterona O-carboximetil
oxima y carbonato de androsteronil.

4 N . N «
Los estrogenos tienen un anillo aromatico

A y en su mayor parte tienmen la féruula

wﬂO

a1

Wie

.7 . ’ .
—0-1 gitio de insaturacion etilenica
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en donde:

cualquiera de los grupos W puede ser -XE-AE
o un H de cualquiera de los grupos W puede ser
reemplazado por -X&-A%¥. Subsecusntemente se defini—
rd XE_pE (S0lo hay un -XE-A% por moldcula);

w0 o Wl &s hidrdgeno, etinilo o hidroxilo

(cuando dos hidroxilos estdn enlazados g los mismos

atomos de carbono, se entenderd que es 0xo); P’

W2 s hidrdgeno o hidroxilo; R
W3 es nWidroxilo o aleoxi de 1 a 3 dtomos’ de
carbono; , Lfi}
W74 es hidrdgeno o dos W74 pueden ser tbﬁa—

LRy
~

des juntos para formar un doble enlace y,
WO es hidrdgeno. | wI

Los compuestos ilustrativos que pueden
ser enlazados a una enzima son equilenina, beéétes-
tradil, eétrona, estriol y 17-alfa-etinilestra-
diol.

Los compuestos ilustrativos que pueden
ser enlazados a una enzima incluyen: 3~-carboxime-
t1il estradiol, 2-clorometilestrona; giutarato de
estrona; aspartato de equilenitrilo; estrona-0-car-
boximetil oxima y tiocarbamato de equileninil-N-
carboximetil.

Otra clase de hormonas 'son las gestogenas
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que tienen la siguiente formula

480
i
82

84

W
5

en donde:

cualquiers de los grupos W puede ser ~XE_p®
o un H de cualguiera de los grupos W puede ser reem-
plazado por -X -A®. Subsecuentemente se definird
xX_A% (S61o hay un -X*-A¥ por molécula);

WBO ¥ w81

son hidrdgeno o hidroxilo, siendo
cuando menos uno hidroxilo (cusndo dos grupos hidro-
xilo estan enlazados al mismo dtomo de carbono se

entendersa que es 0x0);

W2 a5 hidrogeno o hidroxilo;

w83 y w84 son hidrogeno o hidroxilo, siendo
hidroxilo cuando menos uno y,
W85 es hidrdgeno o dos W85 pueden ser tomados

juntos para formar un doble enlacs.
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Los compuestos ;lustrativos que pueden ser
enlazados a una enzima incluyeﬁ progdsterona, preg-
nenolona, alopresgnanoc-3a:20a-diol y alopregnano-3a—
~0l~20-0na.

Los compuestos ilustrativos que pueden ser
enlazados con enzimas incluyen: 20-progesterons O-car-
boximetil oxime; decido pregn-4-en-20-on-3-ylidinil-
metilencarbox{lico; O-carboximetial progesterons 3-oxi-
ma; tartrato de pregnenolonilo; scido O~pregnenolonil
lactico y, alopregnano-3-carboximetil-20=o0l. ’

El siguiente grupo iﬁportante de ester§iées
son los corticosteroides que incluye tanto los mine-
rocorticoides como a los glucocorticoides. Estes com-—

puestos tienen la siguiente férmulas

95

w94 , ,
0-1 gitio de insaturacion etilenica

en donde:
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cualquiers de los grupos W puede ser -X*-A*h
0 un H de cualquiera de los grupos W pusde ser reem-
plazado por -X*-A%., Subsecusntemente se definird
x*-A* (sdlo hay un -X*-A%¥ por wolécula);

w° o5 nidrdgeno o hidroxilo;
Wl y w2 son nidrdgeno o hidroxilo, y por lo

pos hidroxilo esten enlazados con el mismo atomo-de

carbono se entendera 0x0);

W3 es hidrdgeno o hidroxilo;

w4, w9, w98, w9 son hidrdgeno o hidroxilo y
cuando menos uno de w94 y W95 es hidroxilo y,

528

es metilo o formilo;
%99 es hidrdgeno o dos de WY° pueden ser toma-

dos juntos para formar un doble enlacs. _

Los compuestos ilustrativos que pueden ser
enlazados a une encima son 17-hidroxidioxicorticos-
terona (Compuesto S); deoxicorticosterona; cortisona;
corticosterona; 11-dihidrocortisona (Compuesto F);
cortisol; prednisolona y aldosterona.

Los compuestos ilustrativos que pueden ser
enlazados a una enzime incluyen 021-carboximeti1
corticosterona; 2l-carbamato de N-ocarboximetil cor-

tisol; succinato de 2l-cortisona; succinato de 21~

-deoxocorticosterona y 017-metil, 021-carboximetil
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cortisona.

Una familis adicional de esteroides son
las sapogeninas de las cuales la digital es un
miembro importante. El coumpuesto basico es gitoxige-
nina, que también se encuentra como el gliedsido.

Los compuestos de interés tienen la siguiente férmu—

la:
0-1 sitio de insaturacidn étiidnica
j;T—ﬁO .
il »
waZ
we
en donde:

cualquiers de los grupos W pucde ser -Xx=E-p¥
o un H de cualquiera de los grupos W puede ser
reempla,ado por ~XX-p%, Subsecuentemente se defini~-
ra X®-A* (Sélo hay un -X*-A% por moldoula);
w31, o2 ¥ w23 son hidrdgeno o hidroxilo,

usualmente hidroxilo;

Marihuana

- 65 -



10

15

20

25

Debido a su facil disponibilidad y uso ex-
tenso, el tetrahidrocannabiol (el ingrediente acti-
vo de la marihuana) y sus congéneres cannabidiol ¥y
cahnabinol y sus metabolitos son compusstos de gran
interés, en donde en método semcillo para el ensayo
seria de importancia. Los compuestos que encusntran

uso ¢omo anélogos tienen le siguiente f£ormulas

14
wel 0 we
wa12
W811
al5 0~3 sitios de insaturacidn ‘evilénica
W
en donde:

cualquiera de los grupos W puede ser -XE-p¥
o un H de cualguiera de los grupos W puede ser reeum-
plazado por -X®-A%, Subsecuentemente se definiré

X®-A* (S0lo hay un -Y*-A% por moldcula);

w310 o5 hidrdgeno o carboxilo;

wa11
yalld

es hidroxilo;

es pentilo;
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w4 e hidrogeno, metilo o los dos yalt pue-
den ser tomados juntos para formar un anillo carbo-

ciclico de 4 a 6 miembros anhlares ¥

w2l5 a5 metilo o carboxilo.

Vitaminas

El siguiente grupo de compuestos son las vi-
taninas. Quimicamente, las vitaminas no son una\qlg—
se quimice simple, varfan grendemente en estruciura,
pero estan clasificadas como un grupo en cuanto a la
funcidn. Las vitamines incluyen vitamina A que es un
caroteno; el grupo de vitamina B que incluye ribe-
flavina, tiamins, niascina, piridoxina, &cido pantnté-
nico, biotina, dcido f£élico y cianocobalamina (Vi ta-
wina By, ); gcido ascdrbice (vitamine C); las vitemi-
nas D que son derivadas de esteroides; tocoferol (vi-
taming E) y £itil-l,4-naftoquinona (vitamina X).
Azicares

El siguiente grupo de compuestos son los
azucares y sacaridos. Los sacaridos son combinaciones
de diversos azucares para formar dimeros, triméros
y polimeros de alto peso molecular denominados poli~
sacaridos.

Prostaglandina

Otro grupo de compuestos de importancia

biologica son las prostaglandinas. Estos compuestos,
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cuando estan enlazados con una enzima tienen, &n su

mayor parte, la siguiente formuls

4420 0~1 sitio de insaturafidn etilénica

®si9-11
a2l

1 -
we CeHyg_gp = COWa24

en donde:
cualquiera de los grupos W puede ser —X¥-p¥
o un H de cuaslquierg de los grupos W puede ser reem-

plazado por —x®-A®. Subsecuentemente se definifé

%A% (8610 hay un -X"-A® por moldeula);

WaZO

es hidrogeno o hidroxilo;
a1 y W22 gon hidrdgeno o hidroxilo (Cuando
dos grupos hidroxilo estén enlazados a los mismos
atomos de carbono, se entenderd 0xo);
w223 og hidrdgene o hidroxilo y,
Wa24 es hidroxilo, amino o un grupo oxi de

1 a 6 atomos de carbono, por ejemplo alcoxi.

franquilizaderes

Un buen nlmero de compuestos tienen efectos
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tranquilizadores y debido a su mal uso o abuso pro-
veen oportunidades en donde podrie ser itil su de-
terminacion.

El primer tranquilizador de interés es el
Meprobamato, conocido también como Miltown o Equanil.

Este compuesto y los andlogos relacionados tienen

la siguiente formulas

PR p
Waz5-—-00GH2—-?---GH2--—O—-CW
CH

3

en donde:

cualquiera de los grupos W puede ser -X®-A%
o un H de cualquiera de los grupos W puede ser reem-
plagado por ~X%-A®. Subsecuentemente se definird
X®-AT (56lo hay un -X*®-A* por molécula);

wa25 y la26 son emino.

El siguiente grupo de tranquilizadores son

los benzodiazocicloheptancs y son conocidos como
Libridm, Valium, Diazepam u Oxazepam. Estos compues-

tos y sus analogos relatives tienen la siguiente fér-
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nulas

wa30 l e
N
wa34
\\\__;::;T
wa36
Wa35
en donde:

cualquiera de los grupos W puede ser —X*-A%

o un H de cﬁalquiera de los grupos W puede ser reem-
plazado por -x%-2®, Subsecuentemente se definira
$*-A* (5010 hsy un —X%-A® por moldcula);

7230 y wa35 son nidrdgeno; we3! es hidrdgeno,
alquilo inferior de 1 a 3 &tomos de carbono, por
ejemnplo metilo o0 puede ser tomado junto con Wa32
para formar un doble enlace entre el carbono y el
nitrdgeno;

W333 es amino 0 alquilamino inferior de 1 a 3
gtomos de carbono, por ejemplo, metilamino o puede
ser tomado junto con Wa32 pars formar un cerbonilo;

¥®34 es nidrdgeno o hidroxilo y,
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wa36 8 0xi o un par de electrones no comparti-

dos,

El siguiente grupo de compuestos son las
fenotiazinas, de las cuales es miembro la clorpro-
mezina. Estos compuestos, en su mayor parte, ten-

dran la siguiente fdérmula:

en donde: 7
cualquiera de los grupos W puede ser —Xii--A"E
o un H de cualquiera de los grupos W pueds ser reem-
plazado por -X%-A%, Subsecuentemente se definird
X®-A® (S6lo hay un —X®-A* por moldcula);
we40 og hidrogeno, alquilo de 1 & 6 atomos de
carbono, dialquilaminoalquil de 4 a 8 dtomos de
carbono, por ejemplo, 3-(dimetilamino)propilj: N-hi-
droxialquil (alquilo de 2 = 3 atomos de carbono);
N'-piperacinoalquil (alquilo de 2 a 3 dtomos de car-

bono), por ejemplo, N-hidroxietil-N'-piperacinopro-
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pil; N-alquil (alquilo de 1 a 3 dtomos de carbono);
N'-piperacinoalquil (alquilo de 2 a 3 dtomos de car-
bono ), por ejemplo, N-metil N'-piperacinopropil y,
2-(N-alquil)-piperidinoalquil, en donde el N-alquil
tiene de 1 a 3 dtomos de carbono y el otro alquile

tiene de 2 a 3 atomos de carbono, por ejemplo, 2-

~(N-metil)piperidinoetil, habiendo por lo menos dos

L

atomos de carbono entre los heterodtomos;

R hidrogeno, cloro, trifluorometiio;
alquilmercapto de 1 a 3 dtomos de carbono, por ejemr
plo metilmercapto y acilo de 1 a 3 dtomos de carbo-
no, por ejemplo, acetilo y,

a4l y w243 gom hidrogeno.

Los compusstos ilustrativos que pueden ser
enlazeados a una enzima, incluyen clorpromaziné, pro-
mazina, trifluoropromezina, fluofenazina, tiériaazi—
na, perfenazina y poreclorperazins.

Miscelaneos

El grupo final es un grupo de misceldneos
que incluye una variedad de medicamentos, drogas y
otros productos quimicos que tienen uso en aplica-
ciones médicas, veterinarias ¥y otras.

Incluidos en este grupo estdn los antibid-
ticos tales como peniecilina, cloromicetina, actino-

micetina y scidos nucléicos y derivados, tales como
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nucledsidos y nucledtidos.

También es de interés la serotonina la cual
88 3-(2'-auinoetil )~5-hidroxiindolo. ~X®-A% Huede
estar enlazado en cualquiera de los grupos amino ni-
trogenados o en el grupo hidroxilo.

Por supuesto, muchos de los compuestos que
son de interés sufren cambios metabdlicos cuando son
introducidos en un vertebrado. El fluido fisiolégiﬁo
particular que se esté probando pueds tener muy: ;39;30,
8i acaso lo hay, del compuesto original. Por lo ;an-
to, la presencia original del compuesto solo podf&a
ser detectada como un metabolito. En muchos casos,
el metabolito puéde ser el clucurénido, ya sea _deri-
vado oxi u oxo del compuesto original. En otros casos,
el compuesto original puede haber sufrido oxidécién,
por ejemplo, hidroxilacién, reduccidn, acetilacidn,
desaminacion, aminacidn, metilacién o una degrada-
cidén i ense. Cuando el metabolito todavia retiene
ung parte substancial de la geometria espacial y po-
lar del compuesto original, con frecuencia serd po-
sible hacer un andlogo de ligando basado ya sea en el
compuesto original o en el metabolito. Cuando el me-
tabolito es marcadamente diferente sl compuesto ori-
ginal, el andlogo de ligando estars basado en el me-

tabolito.
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érogas, hormonas y otros compuestos previamente
descritos, son de interés importante los metaboli-
tos que se relacionan con estados de enfermedad.
Como ilustrativos de esos compuestos estan la es-
permina, gelactosa, écido fenilpiruvico y le por-
firina Tipo 1, que se creen, sean el diagndstico
de ciertos tumores, galactosemisa, fenilcetonuria y
porfira congénita, respectivamente.

Dos compuestos de interds que son metabo-
litos de la epinefrina son el acido vainillimendé-
lico y el acido homovainfllico. Con estos compue s—
tos, los grupos hidroxilo o carboxilo se puedgp
usar como el sitio pars -X®-aA%.

Otro compussto de interés es la gluteti-
nida, en 1g cusl el anélogo enlazgdo por enzimas

tendre la siguiente formula:

wa 50

o l ///P yed1

w9.52

en donde:
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cualquiera de los grupes W puede ser -X*-A% o
un H de cualquiera de los grupos W puede ser reem=-
plazado por -X -A%, Subsecuentemente se definirs
¥*-A%¥ (Solo hay un -X7-A* por moléculs);

w220 y w821 gon hiardgeno y,

We92 eg un slquilo inferior de 1 a 3 dtomos de
carbono, por ejemplo etilo.

Otra categoris de interés son los plagiii-
cidas, por ejemplo, inseéticidas, fungicidas, bacte-
ricidas y nematocidas. Los compuestos ilustratizds
incluyen fosfatos tales como el Malathion, DDVP,
Dibrom; los carbamatos tales como Sevin, etc.

Finalmente los grandes emsamblajes brgéni-
cos teles como virus y células también puedeﬁ‘SGr

ligandos. Estos ensamblajes se sabe que tienen re-

ceptores y tiemen una pluralidad de sitios para enla-

zarse con un gren numero de enzimes. En el caso de
los virus, el nucleo ext®rno de la proteina sirve
como el ligando al cual se enlazan las enzimas. En
el casc de las células, la membrana externa puede
aportar un sitio para el enlace de las enzimas. Por
lo tanto, se tendrfa unae composicidn ejemplificada

por:

(CV)~ (X*-a%),

-T5 =



10

15

20

25

en donde CV es una oéluls o virus, ngAx sers defini-
do subsecuentsmente y m es un nimero grendemente en
exceso de 1, que varia desde cuando menos 100 hasts

muchos millares, promediadc sobre toda la composi-

cion.

Como muchos de los materiales bioldgicamen-
te activos solo son actives en una foruma estersoiso-
mera, debe quedar entendido que se pretende inciﬁif
la forms activa o el racemato, cuando el racematﬁzes
satisfactorio y se obtiene con facilidad. Los anticusr-
pos seran especificos para cuslquier forme que fuere
usada como hapteno.

Enzimas (4)

Aungue de acuerdo con el concepto bésico de
le invencidn, cualquier enzima podris ser utilizada y
acoplada o enlazada con un ligando, en la practica
habré cierto nimero de limitaciones practicas. Sin em-
bargo, debe quedar entendido que, al limitar las en-
zimas no es cuestidn de facilidad de operacidn sino
mas bien de minimizar los Pasos réqueridos para lle-
var e cabo el ensayo, de maximizar la confisbilidad
por ejemplo utilizando las enzimass més estables, que
puedan ser aslmacenadas secas o en solucidn por pargos
periodes de tipo, de emplear enzimas que generalmente

no sean interferidas ya sea por otras enzimas natura-
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les presentes que compiten por la capa de base u
otras capas de base naturales presentes, que compiten
con la capa de base que esta siendo agregada, pars
determinar la presencia del ligando. Pocas o ninguna

de estas limitaciones son impedimentos insuperables,

como pare evitar el uso de una enzima parbticular. Ade-
mds, les enzimss individuales utilizadas variardn de-
pendiendo del ensgsyo y del fluido en particular'qus
estd siendo ensayado. Ias enzimas hidrol{ticas que es-
tan presentes en la salive son de menos preocupaciﬁn
en la orina. La catalasa que actua con el perdxide
de hidrdgeno es relativamente universal y sl se fuere
& utilizar una peroxidasa, cualquier catalass nresen-
te tendria, ya sea, que se desnsturalizada, removida
o tenide en cuenta con el empleo de une muestra para
control a fin de lograr méxime exactitud del ensayo.
En casi todes los casos, la presencia de
substencias de interferencis, tales como enzimas o
inhibidores, puede ser.tratada'con la desactivacidn
o remocion de la substancia 0, en el caso de la capa
de base con le destruccidn o remocidn de la cape de
base o teniéndolo en cuenta para su uso en un control.
En el caso de las enzimas lébiles, aunque no pueden
ser comercializedas fécilmente, un laboratorio inde-

pendiente podrie prepararlas como composiciones fres~
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cas enlazando el ligando a la enzime antes de usarla.
Ia inconveniencia de este método, tenderia a minimi-
zar el uso generalizado de tales enzimas.

Con algunes enzimas que tengan capas de ba-
se muy pequeflas, tales como la peroxidasa y la cata-
lasa, se pueden encontrar dificultades para inhibir
la enzima, cuando el receptor esta ligado al ligando
enlazaedo con enzimas. Esto se puede obviar en muchas
formas. Le primera, se pusde proveer uns capa de base
artificial que tenga altos requerimientos estéricous.
La segunda, se puede emplear el marcado por afinidad,
de modo gue el ligendo esté adyacente al sitio rescti-
Vo en la enzima. Hasta el grado en que estas modifi-
caciones sean inconvenientes o indeseables, se pueden
emplear otras enzimas que tengan las caracteristices
deseadas.

Con muchas enzimas y combinaciones de ligan-
dos, se logrars une reduccion acrecentads en la efi-
ciencia catalitica de las enzimas teniando, cuando
menos, una caepa de base (que incluya la coenzima) in-
volucrada en la reaccidn de la enzima, con un peso mo-
lecular de cuando menos 150, de preferencis de cuando
menos 500 y mas preferiblemente, de cuando menos 1,000.
En algunos casos, el peso molecular seré, substancisl-

mente, en exceso de 5,000 por ejemplo con la lisozima
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Una lista de las enzimas comunes se puede

encontrar en Hawk y colaboradores, Practical Physio-

logical Chemistry, MeGrew~Hill Book Company, New

York (1954), paginas 306 a 307. Esa lista estd pro~

ducida, en total, como sigue, incluyendo la fuente

de la enzima, la capa de base ¥y los productos fina-

les. Otras enzimas Utiles adicionales se pueden- exi=

contrar en Barman, Enzyme Hendbook, Springer—Vbriag,

New York, 1969,

Noubre y Clase

Distribucidn

Caps de Basze

Produetos Fi-
naleg

Hidrolasas,
Carbohidrasas

1. Anilasa

| é.'Lactasa

3. Maltasa

4. Sucrasa

5. Emulsinag
Nucleasas

l. Polinucleo-

tidasa
2. Nucleoti=
dasg
3. Nucleoti-
dasea

Péncreas, sgliva,
malta, ete.

Jugos y mucosa
intestinales

Jugo intestinal,
levadura, etc.

Jugo intestinal,
levadura, etc.

plantas

jugo pancreatico,
jugo intestinal,

Jugoe intestinal y
otros tejidos

Tejidos animales

Hidratos de
carbono,
almidon,
dextrina, etc.

Lactosa
Maltosa
Sacarcsa
beta-~glucosi-

dos

Acido nucléice
y derivedos

Acido nucléico

Nucledtidos

Nucledtidos
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Maltosa y dex~
trinas .

Glucosa y galac—
tosg

Glucosa
Glucosa y fruc-~
tosa

Glucossg, ete.

Nucledtidos
Nuclectidos y
acido fosforico

Hidratos de car-
bono y bases



Nombre y Class

Distribucidn

Capa de Base Productos Finales

Amnidassas

l. frginasa

2+ Ureasa

Higado

bacterias, fri-

joles de soja,
frijoles, etec.

3. Gluteminasa Higado, etc.

4'.

Transaminass Tejidos animsles

Deaninasas de Purinas

l. Adensasa

2. Guanass

Peptidasas

l. Aminopoli-
peptidasa

3. Dipeptidasa
4, Prolinasa

Proteinasas

l. Pepsina

2. Tripsina

3+ Catepsina

4. Rening,

5. Quimotripsi- Jugo pancreatico

na

Tejidos animales

Tejidos animales

Levadura, intes-

tinos, etec.

Plantas, tejidos
aniuales y bacte

rias

Tejidos animalss

y levadurs

Jugo gastrico

Jugo pancreatico

Tejidos animales

Estomago de bece

ITros

Compuestos ami
no y emidas

Argining

Ureg

Glutemina

Acido glutémi-
co y acido oxg
lacetico, etc,

Bases y deriva-~
dos de purinas

Adening

Guanina
Peptidos
Polipéptidos

Dipéptidos

Péptidos de pro
lina

Proteinas
Proteinas
Proteinas, pro
teosas y pepto
nas

Proteinas
Caseins

Proteinas, pro-
teosasy pepto-
nas
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Ornitina y urea

Bioxido de carbo-
no y amonisgco

Acido glutdmico y
amoniaco

Acidg alfa-geto~
glutarico, acido
aspartico, etc.

Hipoxantina y
amoniaco

Xantine y amoniaco

Péptidos mds sim
ples y aminosci~
dos
Aminoacidos

Prolina y péptidos
uas simples

Proteosas, pepto-
nas, etc.

Polipéptidos y
aninoacidos
Proteosas y pep~
tonas
Parscaseina

Polipéptidos y
aminogcidos



.Nombre y Clase

Distribucidn Capa de Base

Productos Finales

. 6. Papaina
T. Ficina
Esterasaes
Te Lipasa

2. Esterasas

3. Posfatasgs
Sulfatasas

4.

Colinestera-
88

5.

Papaya, otras plan Proteinas,
tas proteosas y
peptonas

Savia del higo Proteinas
Esteres
Pancreas, semillas Grasas

de ricino, etc.

Butirato de
etilo, etec.

Higado, ete.

Plantas y te

Jidos Egteres de
de animales

acido fosfg-
rico

lejidos de anima-~

Esteres de
les y plantas

acido sulfui-
rico

Bangres fejidesa- Acetilcolina
. R N

Enzimas de Hierro

1. Catglasa

2. Citocrome
oxidada

3. Peroxidasa

Enzimas de cobhre

Todos los organis- Perdxido Ge
mos vives, excepto hidrogeno
unas pocas esgpecies

de microorganismos

Todos los orgenis~ Citocromo €
mos vivos, excepto reducido en
unas pocas especles presencis
de microorgenismos de oxigeno

Proteosas, etec.

Alcoholes y
acidos

Glicerol y acidos
grasos

Alcoholes y dei~
dos ‘

Fosfato-y'ﬁlcohol

Acido smlfidrico
y alcohol

Colina -y acido
acetico

Agua y ox{geno

Citocromo C oxi-
dado y agua

Casi todas las cé~ Un gran nime- PToducto de oxi-

lulas de las
tas
ticas, etc.,
en presencia
de H202

1 Tirosinasa
(polifenole—~
xidasa, mono-
fenoloxidasa)

2. Qxidasa de

bico

Plantas y tejidos

8 Tejidos de las
acido ascor- plantas

de animales
licos

plan~ ro de fenoles,dacidn de la ca-
aminas aroma- pa de base y

agua

Diversos com~ Produycto de oxi-
puestos feno- dacion de la

capa de base

Acido ascorbi- Acido dihi=-
co en presen-

droascorbico

cia de oxigeno
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‘Nombre y Clase Distribucida

Cape, de Base Productos Finales

‘Enzimas que Contienen Coenzimas
I y/o II

l. Dehidroge~ Tejidos de ani-
nasg de al- males y plantas
cohol

2+ Dehidroge~ Tejidos de ani-
nasa malica mnales y plantsas

3.'Dehidroge- ~ Tejidos de ani-
nasa isoci- males y plantas
trica

4. Dehidrgge— Tejidos de ani-
nass lactica males ¥ levadu-

re,

5. Dehidrogena~ Higado, rifiones
Sa beta~hi~ y corazon
droxibutiri-
ca

6. Dehidrogena- Tejidos anima-
sa de gluce- les
sa

7. Dehidrogenas Eritrocitos y

sa de éster
de Roblson

levadura

8. Dehidrogena~ Tejicdos anima~
sa de glice- les
rofosfato
9. Dehidrogena~ Higado
sa de aldehl
do

Enzimes que Reducen el
Citocromer

1. Dehidrogena~ Plantas, enie
sa succinica meles y mi-
(como se pre- crorganismos
pera ordina-
riamente)

Enziuwas Amarillas

1. Enzima amari- Levadura
"1la antigus
de Warburg

Alcohol eti-
lico y otros
alcoholes

Acido L(~-)
malico

Acetaldehldo ¥
otros aldehidos

Acido oxalacético

Acido L-Is001 Acido oxalosucei-
trico nico

Acido ldctico Acido pirdvico

Acido L-beta- Acido
hidroxibutiri- tico
co

’
acetoace~-

D-Glucosa Acido D-glucdnico

Ester de Robi- Acido Ffosfohexd-
son (hexona-6~ nico

~fosfato)

Glicerofosfato Acido fosfogliod-
rico

Aldehidos Acidos

Acido sucefni- Acido fumarico

Co

Coengime II re- Coenzima II oxi~
ducida dade y enzinma
amarilla reducida
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Nombre y Clase

o . . ?
-Distribucion

Capa de Base

Productos finesles

2, Diaforassg

3. Enzimg de
Haas

4. Oxidasa de
xantinag

5+ QOxidasa de
acido D-ami-
no

6. Oxidasa de

geido Leami-
no

IPN~citocro-
mo C reducta
sa

8. DPN-citocro-

mo C reductg
gs,

Hidrasas

1. Fumarasa

2. Aconitasa

3. Enolasag

Mutasas

1. Glioxalassg

Desmolasas

Bacterias, leva-
duras, plantas
mayores y animg-
les

Levadura

Tejidos animales

Tejidos animales

Venenos de anima
les y serpientes

Higado, levadura

Higado, levadura

Orgenisuos vivos
en general

Animales y plan
tas

Tejidos animales
y levadura

Organismos vivos
en genersl

Coengima I re-
ducida

Coengima II re
ducida

Hipoxentins,

xantina, al-

dehldos, coen
zima I reduci-
da, ete.

D-aminogdeidos
) 02

Acidos I~gmino

Coenzima Ilrre
ducida y cito=
cromo C

Coenzima I re-
ducida y cito~-
cromo C

Acido fumdrico

+ H2O

Acido eftrico

Acidg 2-fosfo-
glicérico

Metilglioxal y

Coenzima I oxidads
y diaforass amari- -
1lla reducids

Coenzima II oxidada -

y enzima amarilla
reducida

Xantina, geido
urleo, aczdos,
coenzima I re-
ducida, etc. en
presencig gde
aire, HO .
2.9.".

dcidos alfa—ceto
+ NHy + ;0
-2

Acidos ceto y
amoniacc;

Coenzinma iI oxida-
da y citoocromo C
reducido

Coenzima I oxida-
da y citocromo C
reduciac

Acido I-malico

Acido cis—aconl-
tico y acido I~
isocitrico

Acido fosfopiri-
vico + H20

Acido D(-)ldctice

otros glioxales

substituidos
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HNombre y Clase Distribucidn Capa. de Base Productos finales

1. Zimohexasa Todas las célu- Fructosa-l,6- Acido dehidroxiace
(aldolasa) las difosfato tonofosforico y, ~
acido fosfoglice-
rico

2. Carboxilasa Tejidos de las Acido pirdvi- Acetaldehido y €0,
: plantas co

3. Beta-cetocar Animales, bac- Acidos beta- Acidos alfa-ceto
boxilasas terias, plan- ceto

tas
4. Decarboxila~- Plantas, enima- Acidos L-ami~ Aminas ¥y 002
sas de aming les, bacterias no
acidos o
5. Anhidrasa car Eritrocitos Acido carbéni CO. + HyO
bonice co 2

Otras Enzimas

1. Fosforilasa Tejidos de ani~ Almiddn o gli Glucosa-1~fosfato
males y plantas cdgeno y fos—

fato
2. Fosfohexoiso Tejidos de ani- Glucosa~-6-fog Fructosa-S5-fosfato
merasa males y plantas fato
3. Hexoquinasa Levadura, teji- Trifosfato de Difosfatou. de ade~-
dos animales adenosing nosina + glucosa-
~-6~fosfato

4. Fosfoglucomu- Plantas y anima glucosa-1-fos Glucosa-6-fosfato
tasa les fato

Como ya se indicd, la enzima ideal estaria
ausente en los fluidos corporales de interds, tales co-
mo orina, salive y sangre; las capas de base de inter-
ferencia estarien ausentes en los antes mencionados
fluidos corporales; otras enzimas que compiten por la

misma cepa de base estarian ausentes en dichos fluidos

corporales; la enzima seria estable por largos periodos

de tiempo en condiciones normales de almacenamiento, sea
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seca o en solucidn; la enzima emplearis una capa de
base o proveeris un producto de la capa de base que
seria fécilmente detectable y no habria interferencia
en la detsccion de otros prodﬁctos quimicos que pu@ie-
ren estar presentes en los fluidos corporales; tendria
une activided muy elevadé; tendria mixime actividad
en las mismes condiciones que maximizan su enlace con
el receptor y, finalmente, seris inhibida al estat an-
lazade con el receptor. Estos dos dltimos requisifoéi
no son esenciales y se pueden obviar utilizando un - sis-
tema heterogéneo.

Los criterios adicionales que no van con la

facilidad de operacion sino md® bien con la factibi-

- 1idad comercial, son la disponibilidad de una enéiﬁa

en particular y su costo.

Las enzimas que tienen algunas de las'pfdpie-
dades anteriores son lisozina, peroxidasa de rgbano
picante, beta-glucuronidasa, dehidrogenasa de malato,
amilasa, celulasa, dehidrogenasa de nanitol-1-fosfato,
fosforilasa, particularmente fosfolipasa C y peroxida-
sa. Todas estaes enzimas sufren de wuno o mas deficien-
tes, pero las deficiencias son obviadas con facilidad
y lés enzimas gozan de un buen nimero de las propisda-—
des antes indicadas. ‘

Grupo de Enlace (X)
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El ligando o el analogo del ligando, por lo
normal, ests enlazado ye sea directamente a la enzima
con un enlace sencillo ¢ doble o, de preferencia, a
un grupo de enlace. Para los ligandos que son haptenos
¥y cuyos receptores son anticuerpos, el ligando habrsg
sido enlazado a una proteina con el fin de preparar
los anticuerpos. Dado que los anticuerpos reconoceran
la parte de la molécula del ligendo que se extiende
desde la proteina, ordinariemente se utilizard el mio-
mo grupo de enlace que se emplears para enlazar el li-
gando a la enzima, que el utilizado para enlazar al
ligendo & la proteina para proveer la substancia énti-
génica.

Los grupos funcionsgles que estaran pressutes
en la enzgima para enlazarse, Seran amino (incluyendo
guanidino), hidroxi, carboxi y mercapto. En adicion,
grupos arOmétiods‘aetivados pueden servir también como
sitio para el enlace.

Los aminodcidos que tienen grupos amino dis-
ponibles para el enlace incluyen lisina, argining e
histidina. Los aminodcidos son grupos hidroxilo libres,
incluyen serina, hidroxiprolina y treonina. Los amino-
dcidos que tienen grupos carboxilo libres incluyen dci-
do aspartico y dcido glutdmico. Un aminodcido que tie-

ne un grupo mercapto disponible en la cistefna. Finsl-
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nente, los aminpécidos gue tilenen anillos aromatices
activados son tirosina y triptdéfanoc.

En la mayoria de los casos, el grupo prefe~
rido de enlace sera el grupo amino. Sin embargo, ha-
breén situaciones con algunes enzimas en donde sera
preferido uno de los otros grupos de enlace.

El ligando, por supuesto, tendrd una gran
diversidad de funcionalidades gue pueden estar pre="
sentes. En adicion, como ya se indicd, las funcidné;
lidades que estdn presentes pueden ser modificadas de
modo de formar una funcionalidad diferents, por éjem—
plo ceto en hidroxi o una olefina en un aldehido b
gcido carbox{lico. Para ese fin, la seleccidn de gru~
pPos para enlace al ligando puede ser variada con mu~
cha més amplitud que la seleccidn de grupos para en-
lace al ligando. Sin embargo, en ambos casos, ha Qi-
do desarrollade una gran variedad de diferentes tipos
de funcionalidades, especificamente para enlazar di-
versos compuestos con las proteinas y las enzimas en
particular.

Cuando un grupo de enlace es empleado pa-
ra enlazar el ligando con la enzima, el procedimiento
més frecuente serd el de enlazar el grupo de enlace
al ligando, pare proveer un sitio activo pare el en-

lace con la enzima. Esto se puede lograr en un so0lo
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paso o puede requerir una pluralidad de pasos sinteéti-
cos, incluyendo el bleoqueo y desbloqueo de los grupos
activos en el ligando, aparte del involucrade en la
provisién del grupo de enlace. Los grupos de enlace
que se mencionan mas adelante, estan relacionados tan

sélo con un enlece de puente de la enzima y el ligan-—

do.

Cuando se utilizas un grupe de enlace, ncrmal-
mente habran de un atomo a 14 atomos en la cadens 7,
mes usualmente, de dos atomds a 8 atomos en la cadera
que enlaze el ligando & la enzima. Cuando estan iavo.-
lucradas estructuras ciclicas, la estructura ciclica
sers igumlada con el numero de &%0mOS que proveesn una
longitud similar a la cadena.

El grupo de enlace, (excluyendo los atomcs
derivados del ligando y la enzima), cuando esté*iﬁvo-
lucrado un enlace gque no sea diredto, serd desde 1
hasta alrededor de 30 &tomos (earbono, hidrégeno, ni-~
trogeno, oxigeno, fésforo y azufre) y por lo general
4 a 20 atomos.

Preferiblemente, el grupo de enlace sera por
lo general desde cero hasta 14 dtomos de carbono, mas
usualmente de 1 a 8 Stomos de carbono y de uno s 8 he-
teroatomos, por lo general uno a 6 heterodtomos, los

' . ’ ’,
cuales son oxigeno, azufre y nitrogeno, por lo comun
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oxigeno y nitrégeno. Ias funcionalidades preferidas
presentes en el grupo de enlace son nonexocarbonil o
tioccarbonil, amino o hidroxi.

Un grupo de grupos de enlace que ha sido en-
contrado particularmente util con una amplia gama de
ligendos, tienen desde 2 a 4 dtomos de carbono y tienen
de 1 a 2 funcionalidades que no son oxocarbonil. Estas
son derivados de los anhidrides ciclicos y de los Aci-
dos Cﬂ—halocarboxilicos. Otro grupo de enlace tiene -
de 2 a 4 dtomos de carbono yde 1 a2 heteroétomos‘én
le cadena, teniendo un total de 1 & 4 heterodtomos. .
Este grupo estd ilustrado por un grupo de enlace deii-
vado de la O-carboximetil hidroxilamina.

Ia siguiente tabulacion indica varios gru-
pos de enlage, que varien con las funcionalidades bre-
sentes en el ligando y en la enzima. Excepto 1o*iﬁdiea—
do, el grupo de enlace satisface una a 2 valencias en
los grupos funcionales del ligando y la enzima a los
cuales este enlazado.

Ligando Enzima
amino (-NH) o hidroxilo (-OH) amino (-NHp ). hidroxilo
(-0H) ¢ mercapto (~SH)
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0 0

1" "

~C~7~C
< S
~C-NH~CH ¢
-P(O)(ORg)-
~P(0) (%)~
-g-C(Rg)z-
_0(39)2_
~C (), (R%) =
0
P
(s0lo amino primario) \“___,
° o
~Z=G-
G
~2-50,=

Enlace Z: hidrocarbileno de 1 a 10 Ztomos
de carbono, mds espec{ficamgnte alquileno de 1 a 6
atomos de carbono; alquenileno de 2 & 6 dtomos de
carbono; alquinileno de 2 & 10 gtomos de carbono;
cicloalquilenc de 4 a 10 gtomos de carbono y arileno
de 6 a 10 gtomos de carbono; oxaalquileno de 4 a 8
atomos de carbono ¥y azaalquileno de 4 a 8 atomos de
carbono;

g8 elquilo de 1 a 6 &dtomos de carbono;
9 4 4
R hidrogeno o alquilo de 1 a 3 atomos de

carbono; %



Se prefieren Z o nonoxocarbonilo para en-
lazarlos con hidroxilo, mientras que con auino, se

prefieren nonoxocarbonilo, nonoxotiocarbonilo y Z.

Iigando Enzima
5 oxocarbonilo (> C=0) amino (-NH2), hidroxilo (~OH),
o mercapto (-SH)
=NOZ~
=N0Z~C0~
=NOZCZCO
=CHCO~
10
=NNHZ~-CO~-
=NNHZ-CS~
Ligando 0 Enzima
nonoxocarbonilo (-g—) amino (-NH2), hidroxiia (-0H),
o mercapto (+SH) '
15
-0=2~C0~
~N(87)-2-Co-
N (RY)~z~
—0~Z~
Ligando Enzima
20 arilamino (-Z"NHZ) metina (=CH)
amino (-NH2)
Ligando Enzima
amino (-NHZ); hidroxilo ~(0H) metina (SCH)
25 nonoxocarbonilo (™>C=0) amino (—NH2)
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-O-Z"-Nz-
—N(Rg)-Z"—N-

Z": arileno de 6 a 10 dtomos de carbono

Cuando la enzims va a ser enlazada a través
de un grupo carboxilo del ligando o un grupo de enla-
ce enlazado al ligando, se prepararan ya sean dsteres
o amides. El ligando pusde ser enlazado g cualquiera
de los grupos de enlace que sean apropiados para pro-
veer un enlace entre el ligando y el grupo alcohoi;b-
amino de la enziuma, para formar el grupo éster o ami-
da, respectivamente. Cuando la enzime tiene un anilio
aromatico activado, el ligando puede ser enlazado &
unz sal de diazonio aromatica pare proweer el pusnte
deseado.

El grupo de enlace puede ser seleccionado
de acuerdo con las siguientes consideraciones. Los
enlaces formados deben ser sestables en las condiciones
del ensayo. Cuando se enlaza el ligando a través del
grupo de enlace con la enzima, la enzima debe retener,
cuando menos, una parte de su actividad al ser aislada.
La enzima no debe evitar el enlace del ligando con el
receptor, Las funcilonalidades deben permitir cierta
selectividad, de modo que el enlace pueda ser dirigido
a grupos o tipos de grupos especificos tanto en los

ligandos como en las enzimas.
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Se consideran valiosas unas cuantas ilus-
traciones de la forma en la cual pueden ser introdu-
cidos los grupos de enlace. Por ejemplo, si el ligan-
do tisne un grupo amino, el amino puede ser enlazado
con cloroacetato et{lico para formar la capa de ba-
se-N glicinato et{lico. El éster puede ser hidroliza-
do y se forma el anhfdrido mixto de decido carboxflico.
Iuego, el anhidrido mixto puede ser utilizado para -
formar un grupo carboxamida con un animoacido de?qhé
enzlma que tenga un grupo amino libre, por ejempidA
lisina. |

Si el ligando tiene un grupo ceto, el car-
bonile puede ser condensado directamente con uﬁrgrﬁ-
po amino de la enzime o la O-carboximetiloxima,pdg-
de ser preparada con O—carb0ximetialhidroxilaminé.

En le misma forma, el éster puede ser hidroliéééory
formarse un eanhidrido mixto, el cual luego puede ser
utilizado para formar la carboxamida con lisina.

Cuando estd presente un grupo carboxilo en
el ligando, puede ser conveniente hacer reaccionar el
grupo carboxi para formar la monoamida de fenildeno-
diamina. Luego, el compuesto resultante puede ser
diazotizado para former la sal diazo, la cual puede
ser acoplada con la tirosina presente en la enzima.

Otra manere de formar el grupo de enlace se-
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ria la de hacer que un alcohol de un ligando reaccio-
nase con enhidrido suceinico para formar el monoéster.
Luego, el grupo carboxi libre puede ser activo median—
te la preparacion del anhidrido mixto y puede ser usa-
do para la remccidn con une amins en la enzime.

Con un grupo amino presente en el ligando,
este puede ser hecho reaccionar con anhidrido malefco
en condiciones forzadas para prepasrar le meleimida. -
Iuego, la maleimide puede ser combinade con cisteina
en le enzima para proveer, mediante una adicion de
Michael, la 3-~tiosuccinimida.

Pars ligendos polifuncionslizados tales co-

4 . (4 s . .
mo pratelnas, se requeriran reactivos bifuncionsles

‘que se pueden emplear con mezclas del ligando y la

enzima. Por ejemple, la bis-(4-fluoro-3-nitro)sulfona
se enlazars a los grupos amino de la lista parardér
ligando y enzima puenteadas por un grupo de enlaze
bis-(4-amino-3-nitro )sulfona.

Aungue en su mayor parte la enzima pusde ser
enlazada en cualquier posicidén conveniente del ligando,
ya sea mediante une funcionmlidad presente en forma
natural en el ligendo o una introducida en forma sin-
tética, hay métodos preferidos para enlazar ls enzims
al ligando. Primero, se debe reconocer que el ligando

del ligando enlazado por enzima no necesits tener nin-
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guna actividad bioldgica. Uno se preocupa principalmen-—
te por no alterar las relaciones de geometrfa y de si-
tios polares de una parte substancial de la molécula
del ligando. Cuando el ligando es un hapteno, entonces
le enzima estard normalmente enlazada en el mismo sitio
que se empled para fijarle a la proteina en la prepara—
cion del antigeno. Cuando el ligando es un antigeno
intacté, se puede emplear varios sitios para fijacidn
& una o mgs moléculas de enzima, con la limitacién ob-
via de que el nimero de moléculas de enzima no debe-
ser tan grande como para evitar el enlace con el an-
ticuerpo. Cuando el ligando tiene un receptor nasural
que no sea un anticuerpo, el o los puntos de sujecidn
serén también determinados, en forma principal, pef
la necesidad de mantener un fuerte enlace con el rscep-—
tor.

Ademds, si se estd tratando de ensayar una
de una varieda de moléculas que son muy similares,
por ejemplo, los esteroides, pero que difieren en
sus substituyentes en la posicidn 17, se elegiria
marcar la molécula con le enzime en un sitio distante
& la funcionelidad distintiva. Siguiendo con lg ansle-
gla del esteroide, frecuentemente seria preferible
enlazar en la posicidén 3, en vez de la posicidn 17,

dado que le parte distintiva de la molécule estd,
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por lo general, en la posicién 17. En su mayor parte,
la posicion 3 es, ya sea, un alcohol o una cetona ¥y
la cetona este asociads normelmente con insaturacidn
alifdtica.

Esta misma consideracion o une similar esta-
ré presente con otros ligandos. Por ejemplo, con un
polipéptido, que tiene un sitio receptor natural, se
preferiria enlazar lejos del sitio receptor.

Como se indico antes, las férmulas antericres
indican que solamente hay un ligando enlazado con hna
enzima A. De hecho, como ya se indico, excepto cuando
se emplea el marcado por afinidad o cuando la enzima
s0lo necesita ser ligeramente substituida para lograr
una reduccicn en la eficiencia cateli{tica, el nimero
de ligandos enlazados a la enzima serd nayor de uno.

Las formulas deben ser expresadas, con mis

propiedad, como sigue:

en donde uno de W¥1, W y %3 s mn grupo de enlace,
X#, siendo el otro hidrdgeno o una funcionalidad apro=-

piada;
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L es el ligando;

8 es uno o mayor e igual sl numero de
ligandos L enlazados a la enzima A%. Por lo tanto,
las formulas precedentes pusden ser modificadas de
acuerdo con lo anterior pare indicsr de maners
especifica la pluralidad de ligandos enlazados con
une enzima. Le gama de ligandos a enzimas ya ha
gido indicada previamente. Con la mayoria de l¢s -~
ligandos indicados por las férmulas (excepto lesi?
polipéptidos y protefnas), a serd, por lo general
de 1 & 40, mds generalmente de 1 a 35 y cuando la
enzima este substituida sl azar tendrd por 1oréene-
ral un promedio de 2 a 35. '

Enlace del Ligando al Soporte

Para enlazar los ligsndos al soporﬁe;'Se.
pueden emplear técnicas similares a las utilizadas
para enlazar ligandos a las enzimas. Los soportes
pueden tener las mismas funcionalidades presentes
en las enzimas, tales como grupos carboxi, amino o
hidroxi, los cuales pueden ser uwtilizados como gru~
pos para la fijacién. Se pueden emplear los mismos
tipos de grupos de enlace o de enlace directo, co-
mo los empleados para enlazarlos con lag enzimas.
Eas enzimas pueden ser enlazadas a los soportes de

acuerdo eon procedimientos conocidos.
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Ensayo de las Enzimas

Pasando shors & una consideracion de la
determinacion de la cantidad de enzima active, los
ensayos de la actividad enzimétics estén bien defi-
nidos y establecidos para una amplia variedad de
enzimgs. Ha sido determinada una amplia diversidad
de medios, condiciones y capas de base pars medir la
actividad enzimética. Ver por ejemplo: Bergmeyer,
Methods for Enzumatic Analysis, Academic Press, New
York, 1965. Dado que existen diferencias, no s6lo
entre los ensayos para difsrentes enzinzs, sino in-
cluso en le variedad de ensayos para una enzima en
particular, no se puede dar una descripcidn general
de las técnicas parm el ensayo.

Receptor

En la presente invencidn, en su meyor par-
te, los receptores seran mecromoléculas gue tienen
sitios que reconocen estructurss especificas. El ?e—
conocimiento de las estructuras especificas estard
basedo en las fuerzas de van der Wasals, las cuales
proveen un ambiente espacisl especifice que mazimg

las fuerzas de van der Waals; las interacciones di

polares, sean por dipoles permenentes o inducidos;
enlace hidrdgeno y idnico; enlace coordinado dive-

lente y enlace hidrofobo. Pars un comentario detallado
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de los mecanismos mediante los cuales los recepto-
res enlazen con los ligandos, ver Goldstein y coia-
boradores, Principales of Drug Action, Harper and
Rowe, New York, 1968.

Ias mecromoléculas de mayor interés son
las proteinas y dcidos nucléicos que se encuentran
en las wmenmbranas celulares, sangre y otres fluidos
bioldgicos. Estos compuestos incluyen enzimas, éﬁ;f
ticuerpos, dcide ribonucléico (ANR) y deido desoiié
rribonucléico (AND) y receptores naturales.

Los grupos de proteinas mds convenientss
para userse en la presente invencion, son los gﬁfi-
cuerpos. Estos materiasles se usan convenientemente
en el analisis de la categorie de ligandos denomi-
nados haptenos. Leos anticuerpos se producen int:o—

duciendo una substancia inmunogénica en la corriente

sanguinea de un animel vivo. Ia respuesta a la in-

troduccidn de la substancia inmunégens para antigeno
« ! . ’

es la produccion de anticuserpes gue actuan para cu—
brir el antigeno y desboxificarlo o precipitarlo de
le solucicdn. La proteina forma un recubrimiento que
estd dispuesto de manera geométrica de modo de ha-
cer que el antigeno se adapte a la disposicidn es-
pecial de la proteina. Esto puede compararse con

una cerradura y una llave. La interaccién es normal-
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mente reversible en que el antigeno estd sujeto
a desplazamiento o remoecidn por diversos medios,r
sin destruir el sitie receptor.

Hey muchos materiales que son antigencs
¥ produciran ung respuesta inmundgena 2l ser intro-
ducidos en la corriente sanguinea de un vertebrado.
Sin embargo, un buen nimero de rateriales de inte-
rés no son antigenos, sino que son haptenos y eq
esa situacidn se requiere un paso adicional en fdh
preparacion del anticuerpo. Este mdtodo de pregaiér
anticuerpos son materiales gue no sean ant{genqé'='
es bien conoccido y se puede encontrar en Microbioolo-
&y, Hoeber Medical Division, Harper and Rowe, 1969,
Ver también: Landsteiner, Specificity of Serologi-
cal Reactions, Dover Publications, N.Y. 1962; Xa~
bat y colaboradores, Experimental Immunochemirs"hry,
Cherlew C. Thomas, Springfield, Illinois, 1967 Vs
Williems y colaboradores, Methods in Immunology and
Tmmunochemistry, Vol. I3 Academic Press, New York,
1967.

El material que va a ser ensayado es en-
lezado a una protgina por cualquier medio convenien—
te y lae proteina modificada es introducida en el to-
rrente sanguineo. Se puede emplear el mismo tipo de

grupos de enlace utilizados pare enlazar ls enzima
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cluiran grupos de anticuerpos que estan conformedos

para gjustar en la mitad extrafia enlazada en la pro-
teina. Por lo tanto, se obtienen anticuerpos que son
especificos al compuesto o mitad enlazados a la pro-
teina. Mediante técnicas cuidadosas para la separa-
cion, los anticuerpos relacionados principalmente
con la mitad en cuestion, pueden ser concentradea :-
de modo de proveer une composicidn de anticusrpe-
que esté relacionade primariamente con la mitad os-
pecifica que fue enlazada a la proteina.

Para ilustrar este método, se diazotiza
pera-aminobencenoarsonato para formar la sal diazo.
Combinando la sal diazo con globulina de conejo, la
globulina del conejo puede ser marcada con para-azo-
bencenoarsonato. Al introducir esta composiciéﬁ en
el torrénte sapguineo de un animal que no sea un co-
ne jo, por ejemplo, una oveja, se pueden formar anti-
cuerpos que tendrén una disposicidn espacial que
aceptars ten solo al arsonato de azobenceno.

Ademss de los anticuerpos, hay un buen ni-
mero de receptores naturales que son especifices a
compuestos.de interés bioldgico. Los compuestos para
los cuales los receptores son naturales, incluyen

tirexina, corticosterona, cortisona, 11-desoxicorti-
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sol, 11-hidroxiprogesterona, estrégeno, insulina y
englotensina. Ver, por ejempld, Vonderhaar y colabo-
radores, Biochem. Biophysics Acta., 176, 626 (1969).
Todos estos ligandos han sido estudiados ¥y &e ha in-~
formado sobre ellos en lg literatura, en relacidn
con estudios sobre su enlace con receptores especifi-
CoS.

51 se desea, los anticuerpos pueden estar
enlezados g una variedad de soportes. EL enlace ge
puede llevar & cabo en forme similar s ls emnpleada
pera ligar la proteina al ligando. Los diveros So—
portes ineluyen poliscrilemidas, copolimeros de amce-
tato de vinile y acido acrilico, dsteres polivin{li~
cos, celulesa modificada por e jemplo, agarosa y sé-
farosa, etc. Como alternativa, segin se indica antes,

el receptor puede estar enlazado indirectamente & un

soporte. Con anticuerpos que tisnen dos sitios recep~
tores, el ligando pars el enticuerpo puede estar en-
lazado a un soporte que tenga poros grandes. En eg-
ta forma, uno de los sitios del anticuerpo estaria
enlazado al ligando enlazado al soporte, dejando el
otro sitio libre.para el ensayo. Este método tiene

la ventaja de concentrar los enticuerpos que son es-

pecificos para el ligando, libres de otras proteinas

que esteén presentes en el antisuero.
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Ligando

Tiroxina

Corticostero-
na

Cortisol
Cortisonsa
(R=0)
11-digexi-
cortisol
(R‘H’H)

Estradiol

“ miez €13 gl
i A

Experimental

Eos siguientes ejemplos se presentan a titu-
lo de ilustracidn y no de limitacidn.
EJEMPLO A: Preparacion de Anticuerpos de Morfine y Li-
gado al Soporte
1. Morfina (900 mg.) fue secada durante 4 horas
a 502C., bajo 0.0l mm. de Hg. La morfina seca fue di-

suelta en 18 nml.

Iable I ’
Receptor paras Referencia Estructura del Ligaﬁdd
del Ligando
Globullna(par? Enlazar
Tirexina (TBG _
Prealbumina pere Enlazar “_CH'Z -CH~000H
Tiroxina (TBA)
B.E.P. Murphy, C.J.J. Pattee, CHZOH
J. Clin. Endocr., 24, 187 Tlroxlna
(19064) c=o

HO CH3

rd 4 ’
Proteina de Nucleos de Ce- cual,

lulas Cerebrales :
B. McEwen, L. Plapinger
Nat. 226, 263 (1970) _

Y Corticosterona
fHéOH
CH C=0
B.E. Murphy, J.Clin. Endocr., R -
28, 343 (1968), 27, 373 (1967) CH
obullna pars Enlazar Cor— 3
ticosteroides (Transcortln)
Cortlsona
CH3

Sitio Receptor paras Estrcgeno
del Utero, BBA, 176, 626 %1969)
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TABIA I (continuacién)

Ligando Receptor para Referencia Estructura del ILigando
del Ligando
Insulina C.R. Morgan, W. M. Holland, = ver abgjo

III Diabetes, 1966

W § v il i
*FH-Gli-Ile-Val-Glu-Glu~Ci s-C:i. s-Ala-Ser-Val~Cis-Ser-Leu-Tir-Glu~ -Len~-Glu-Ast
S -
1)
S

H—Fe—-Val-z}sP—('}lu—His-Leu.——Cis—Gli-Sezf—His-Leu-Val-Glu—Ala—Le:)r-, -Pip--Leu-~1
NH2 NHZ I

,\= 53 »::’ "_: ./

e Pe——Te

33
EEF R BT

s >

PR

Angioten-~ L. B. Page, E. Haber, A.Y. % ver gbajo

sina II Kimura : G
A. Perncde, J. Clin End. 28,
200 (1969) —

% Asp-Arg-Val-Tis-Ileu~His~Pro-Fe. / o4
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Estructura del Ligando

% ver abajo

9 3B ¥E, Tz
~Cis-Ser-Leu-Tir-Glu~ -Leu-Glu-Asp-Tis-Cis-Asp-OH
. )
S
]
S

Y 3
-S-Leu-Val-Glu~Alé—Le§n ~Tir--Leu--Val##--Cis-Gli-Glu-Arg-Gli

—
LI .

Fe--Fe--Tir-Tr-Pro—-ILis--Ala--CH

: ver abajo
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de etanol absoluto y se agregaron 125 mg. de hidrdxi-
do de sodio, seguido por la adicion de 350 mg. de
cloroacetato sodico seco. Después de purgar con nitro-
geno, la solucion fue agitadas y refluida durante 4
horas. La solucidon caliente fue tratada con 3.8 ml.
de cloruro etanclico de hidrdgeno (0.85M) y luego fil-
trade wientras todavia estaba templada. Al dejarla-
enfriar toda la noche, se formé un precipitado d;éifue
recogido y recristalizado a partir de etanol/agus. Al
efectuar la adicion de éter al filtrado originaij*ée
obtuvo un precipitado adicional el cual tambiéﬁﬁfﬁe
recristalizado a partir de etsmol/agua. Rendimiéﬁto
total: 600 mg. (55%). Al calentar este producté 8
752C bajo vacio, hubo una pérdida de peso corrcsﬁon—
diente a 0.48 molécula de etanol o 1.15 moléeﬁia de
agua. E1 compuesto seco se descompone a 190-2202C.
(depende del regimen de calentamiento).
Andlisis: 019H21N05; % Teor: C, 66.45; H, 6.16; N, 4.08
% Hallado: C, 65.87; H, 6.98; N, 4.09,
4.07
000)

2
2. Carboximetilmorfina (240 mg) suspendida en 8

NMR (c5nsn) 2.44 ppm (-CH3), 5.08 ppm (=CH

ml de dimetilformamida seca (DMF) fue enfriade a
~152C,., y tratada con 84 microlitres de isobutilclo~

roformato. Bl solido se disolvid mientras era agitado
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durante 30 minutos a -15°C. AlbUmina de suero bovino
(BsA) (400 mg.) disuelta en 56 ml. de ague que conte-
nin 2.6 gramos de bicarbonato de sodio fue agregadsa

e esta solucidn y la mezcla fue mantenids a 0e¢C., to-
dg la noche. Luego, fue dializada contra agua destila-
da con cuatro cembios de agua (dialisis 1:80) y liofi-~
lizada para dar 350 mg. de conjugado:

Concentracion de hapteno en la proteina:

W, = 327 280 = 1070
o g230

W 280 = 41600
BSA = 64,400 psa

El espectro ultravioleta fue medido & 280
nm. en una celda de 1 cm: d=0.59 cuando la concentra-
cion fue de 0.287 gramos/litro en agua. El grado de
conjugacién se puede determinar con los datos ante~

riores y la formula

; Feom ¢+ Esa)V

XMW W

C <+ BSA

en donde X= numerc de haptenos por molécula, W=peso
del conjugado de proteina por litro y MW es el peso
molescular en donde CMM se refiere al hapteno carbo-

ximetilmorfina y BSA se refiere a la proteina.

X - 46.6 haptenos/molécula
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16 SEE

3+« Los antisueros se pueden obtener como

sigue: El antigeno (hapteno enlazado con uns proteins
apropiada, como en el ejemplo anterior) es preparado
en una solucidn salina (9 gramos/litro) a una concen-
tracion de 2 mg./ml. Por cada alfcuota de 1.0 ml. de
la solucidn anterior introducida, se introducen si-
en forma homogeneizada por medio de una aguja ddqus
vias. Para inyecciones subcutdneas, se inyectan epro-
ximadamente 0.3 ml. (anti{geno + solucidn de Freund)
por sitio y para inyecciones intraperitoneales;:se
inyecten asproximadamente 0.4 ml. Ia dosis_total”eu

de alrededor de 4.0 ml. por conejo.

Después de 3 a 4 semanas se splica una in-
yeccion de sostenimiento, intramuscular, consistente
en 0.5 ml. de la solucidn salina anterior Y Oe5 ml.
del "Complete Freund's Adjuvant": Se deja pasar un
periodo de 5 a 7 dias y se sangra el cone jo introdu-
ciendo una aguja de jeringa en el costillar y opri-
miendo lentamente hacia el centro, mientras se aplica
vacio a la jeringa.

Cuando se ha recogido la cantidad deseada
de sangre, se deje coagular la sangre y se retira el
codgulo. Luego, la solucidn restante es centrifugada

a 2,000 R.P.M. durante 10 minutos. El suero es recogi-
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go libre de células rojas sueltas.

Se agrega al suero gota a gota un volumen
igual de solucion saturada de sulfato de amonio, con
agitacion, a 42Q. Después de reposar ung hora a ssa
temperatura, la solucidn es centrifugada a 10,000
R.P.M. durante 15 minutos y se retira el Sobrenadan-
te. El residuo es suspendido en un volumen lo mésrée—
queiio que se pueda de 1 X BB (amortiguador de borato
cuya descripeion aparece uas adelante), transfegidq
a una bolsa para diglisis y dializado toda la noéﬁe
contra BB de pH 8.0. Luego, el residuo que hay er la
bolsa para didlisis es aislado y congelado.

(Para hacer el amortiguader de boraﬁb,'ée
disuelven 24.6 gramos de acido bdrico en agua,—ée
ajusta el pH con hidroxido de sodio a pH 7.9-8.0,
se agrega O.l1 gramo de azida de sodio y 0.01 gramo de
etilmercuritiosalicilato y se lleva el volumen total
a un litro).

4. En 20 ml. de dimetilformamids se introdu—
cen 400 mg. de aminoetil-Bie-Gel P-300 y 300 mg. de
carboximetilmorfina (Ver Ejemplo A-1) y se agrega 1
gramo de bicarbonato de sodio. DesPués de agitar la
suspension durante dos dias a 42C., 1g suspension es
filtrada, se lave el residuo con agua hasta que los

resultantes del lavado estan neutros ¥y el residuo es
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secado bajeo vacio.

El producto resultante, despudés, es suspen-~
dido en 20 ml. de suero de conejo que contenge anti-
cuerpos de morfina y es agitado durante 4 heras a 49C.
Ia filtracion da un residuo que es vuelto a suspender
en 5 ml. de amortiguador de ftalato, PH 3.8 (0.1 M)
¥y es agitado durante 2 heras. El gel es separado por.
centrifugacidén y el 1fquido sobrensdante es dializadn
contra amortiguador de fosfato, pH 7.4 (0.1 M) pafé‘
dar una solucién amortigusda de anticuerpés subsééﬁ;
cialmente pures.

5. En un matraz fueron combinados 5 ml;:ﬁé
suspension de Sefarosa 4B, 5 ml. de agua y 5 ml;'ﬁé
una, sglucién de 100 mg/ml. de CNBr y se ajusté ei'pH
a 11.5 con NaOH 4N. Mientras se agitaba la mezéiérée
nidio el pH y fue mantenido & 11-11.5 con NaOH 4N has-
ta que no se observo cambio adicional en el pH. La
mezcla fue filtrada y lavada con 100 ml. de amortigua-
dor de carbonato 0.1 M. pH 9.0.

Los anticuerpos de morfina fueren tratades
previamente pasaendo 3 ml. de los anticuerpos e lo lar-
€0 de una columna de 10 x 0.9 cms. de Sephadex G-25
equilibrada contra carbonato 0.1M, pH 9.0. El eluto

fue de 4 ml.

Le sefarosa preparada como se indice fue sus-
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pendida en 5 ml. de amortiguador de carbonato (frio)

¥y agregada & la solucidn de enticuerpoes de morfina.

La mezcla fue agitada durante 36 horas a 42C, filtra-
da y lavada con 100 ml. de amortiguador de carbonato
0.1M, pH 9. El andlisis ultravioleta mostrd que el 65%
de la proteins estaba ligeda a la Sefarosa.

6. Los sitios receptores pueden ser determi-
nados como sigue: La actividad enzimdtica de una ‘so—
lucidn que contenga ligando enlazado por enzimas se
determina de acuerdo con los métodos normales. Sé:égre-
ga anticuerpo para el ligando hasta que ya no hay
mas cambio en la actividad enzimdtica con adiciones
de anticuerpo. Esto determina la actividad residual
con, substancialmente, tedo el ligando enlazado.por en-
zimes enlazado al anticuerpo.

Se provee una segunda solucién de anticuer—
pos y ligando enlazado por enzimas agregads sucesiva-
mente y la actividad enzimstica es vigilade después
de cada adicion. La actividad enzimdtica es trazada
contra la cantidad de ligando enlazado por ehzimas

que se agrego. En efecto, el anticuerpe estd siendo
titulado con el ligando enlazade por enzimas. En algﬁn

punte, substancialmente todos los bitios receptores

estaran 1lenos y se obtendrd una relacién en 1lines

recta entre el aumento en la gctividad enzimatica y la
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cantidad de ligando enlazado por enzimaes que se agre-
go. Extrapolando la parte de 1fnea recta hasta la
abscisa, se obtiene el nimero efectivo de sities de
anticuerpos para inhibir el ligando enlazado por en-
zimas. Al aumentar el numero efectivo con el porcenta~
Jje de actividad residusl, se obtiene una estrechs apro-
zimacién del nimero ebsoluto de sitios para enticued-
pos. : {::i

El método anterior se pusde usar con edél—
quier receptor cuandoc hay una inhibicidn substaﬁ@iéi
de la enzima, cuando el ligando enlazado por enéiﬁa
estd enlazado al receptor. Cuando la enzima no §éﬁé
inhibida, entonces se pueden usar formas alternéfEQas,
que se reportan en la literatura. Ver también 1a_$o-
licitud copendiente Serie No. 105.535 presentaéé el
11 de Enero de 1.971. '
EJEMPLQ I: Conjugacién de Morfina con Amilesa

A. A una solucién de 100 mg. de amilass en
15 ml. de agua que contenga 600 mg. de bicarbonato de

M del anhidrido mixto

sodio se agregaron 4.6 x 10~
de morfine (preparade como se describe en el Ejemplo
A.2) en 1 ml. de dimetilformamida a 0-59C. La solucidn
fue agitada a 02C., durante 18 hores, transferide a

wna bolse para diglisis ¥ diaslizada contra agua du-

rante 2 dfas a 02, E1 residuo fue liofilizado a un
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s6lido blanco.

Ia actividad de la amilasa modificada con
morfina fue determinada como sigue: ILa amilasg modi-
ficada con morfina fue mezclada con una suspensidn a
372C. de amilosa tefilda. Después de wn tiempo arbitra-
rio, la reaccion fue suspendida por enfrigmiento, cen-
trifugada y el liquido sobrenadante fue transferido
a una cubeta y se midic la densidad éptica. Esto se
repitio un buen numero de veces de modo que ia dgnﬁi—
dad éptica pudiera ser trazada versus el tiempo ééié
dar una grafice lineal. El declive de la 1fnes indiecd
la actividad enzimdtica. Se encontrd que le modifica—
cién de la amilasa con morfina tuvo poco o ningén
efecto sobre la actividad enzimdtica de la amilasa de
partida. |

B. Una centidad medide de antisuero de mor-
fina (concentracion de sitios activos igual a 2 x 107y
por litre) fue agregada a una solucidn al 6.4 x 10~Sw/
litre de amilasa wodificada por carboximetilmorfina.
Ia prueba de la actividad de la amilmsa, después,
fue llevada a cabo a 372%C. por un tiempo total de 20

minutos. La siguiente tabla indica los resultados:
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Determl- Volumen de Ami- Volumen de Solue Densided

nacien lasa modificads cion de Anticuer optlca

por metilmorfi- pe, ml.
nag, mml

1 100 0.0 0.910

2 100 0.020 0.720

3 100 0.050 0.560

4 100 0.100 0.450

5 100 04150 0.390

La tabla anterior muestra que, con una concentraéfgﬁ
creciente de anticuerpo, hay una actividad decregiieﬁn-
te de la amilasa modificada por carboximetilmorf;ﬁél

C. El efecto de la adicidn de codefna fus
determinado haciendo una corrida con una muestrg;que
contenia anticuerpo y carboximetilmorfina en auséﬁcia
de codeina y una musstra en presencia de codeina.

Con 0.2 ml. de una solucidn que contenia
comple jo de enzima modificads con anticuerpo-carboxi-
metilmorfina empleado en la determinacidn de amilass
la densidad 6ptica resultante de 0.450. Sin embargo,
cuando se agregaron 0.030 ml. de una solucidn de co-
defna 10~ & la misma cantidad de complejo anticuer-
po-enziuma, la densidad Gptica resultante en el ensayo
de la amilasa fue de 0.580. En esta forma, pudo ser
ensayada una solucidn que contenia 10~ M de codeina,
cuando solo estuvieron disponivles 30 microlitros. Sin

embargo, esto no pretende indicar que esta es la con~
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centracion minima requerida, sino mas bien que se pue-

de emplear con éxito. El método anterior también se

puede emplear con morfina, glucurdnido de morfina asi

como-con otros anglogos estructurales allegados de

morfina y codeina.

EJEMPLO II~-Conjugacion de Morfina con Peroxidasa o
Lisozima

A. (1) 2 10 mg. (2.5 x 10-7M) de peroxidasa
de rabano picante (3400 I.U/mg) y 20 mg. de NeHCO3 en
1 ml. de agua se agregaron 0.09 ml. (9 x 10-6M) déf,'
una solucion de 100 mmol/ml. de anhidrido mixto de
carboximetilmorfina (ver mds adelante) en dimetilfdrma—
mida (DMF) y se dejo reposar la mezcla toda la noche
a 42C. Lusgo, la solucidn fue pasada a lo largo dé una
columna de 1 x 10 cms. empacada con Sephadex G-25 ¥
el efluente fue usado para morfina enlazada con pero-
xidasa, para hacer el ensayo de la morfina.

A. (2) Bl anhidrido mixto de isobutileloro-
formato O3~carboximeﬁilmorfina fue preparade como so-
lucion en DMF de 100 mmol/ml. Gingo mg, de peroxidasa
de rebano picante (HRP) (1.5 x 107 mo1 ae residuos de
lisina) fueron disueltos en 0.5 ml. de agua. La solu-
cidn fue enfriada & 42C., y luego se ajustd el pH a 9.5

con solucidn diluide de NaOH. Noventa micrelitros ( 9 x

1070 mol) del anhidrido mixto fueron sgregados en por-
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ciones de 10 nmicrolitros, mientras el pH era menteni-
do a 9~10 con adiciones intermitentes de NalH. La mez-
cla fue agitada durénte una hora y dializade exhausti-
verente contra agua.

B. Una primera solucidn (solucidn A) fue
preparada disolviendo 100 mg. de lisozims (6.9 x 10“63
mols) en 10 ml. de agua y agregando carbonato de so--
dio hasta que se obtuvo un pH de 8.0. o

Una segunda solucion fue preparada suspen—
diendo 34.3 mg. (1 x 107°M) de carboximetilmorfids. ..
en 2 ml. de DMF anhidra. Después de enfriar a -15%C,
fueron agregados 13.1 microlitros de isobutilcldréf
formato (I x 10*M) para formar anhidrido mixzto. La
solucidén fue agitaeda a -152C., durante alrededo£ de
30 minutos en cuyo tiempo se disolvieron los s6lidos.

Le Solucion A fue enfriade en un bafio de
hielo y se agrego el anterior anhidrido mixto de mor-
fina. Después de almacenar & 42C., durente 14 horas,
la solucion fue dielizada contfa ague destilada du-
rante 4 dias (2,000 wl. de agua cembiasda 2 veces al
afa). .

La proteina fue liofilizada y el residuo di-
suelto en 10 ml. de fosfato de sodio 0.128M, pH 7.15.
La mezcla producte fue fraccionads sobre una columna

de resina permutadora de cationes débil (Biorex 70),
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fue eluida & razén de 1 ml. por minuto con un gradien-
te lineal de 400 ml. en la gama desde 0.128 hasta 0.400M
de fosfato de sodio, pH 7.1l5. El eluto fue recogido en
fracciones de 1 ml. La cromatografis fue vigilada con-
tinuemente midiendo la absorcion ultravioleta a 280 nm.
Fueron obtenidas cinco fracciones. La actividad de liso-
zima fue medida de acuerdo con la siguiente técnica.

Se prepard una suspensidn de 0.35 mg/ml de
bacterias secas, lficrecoccus lysodeikticues, en fosfa-
%o de sodio 0.05M, pH 7.0. A 2.85 ml., de le suspensidn
contenidos en una cubeta de3 ml. se agregen 0.10 ml.
de solucidn de clorurc de sodio al 8.76% peso/volumen
¥ 0.025 ml. de solucién de enzima (7.5 x 10~6 gramos
de proteina). Los contenidos son mezclados ¥ colocados
en un espectrofotometro graduado a 435 nm. Se registra
la tasa de disminucion de densidad dptice con el tiem—
Po ¥y la tasa se expresa como unidades de densidad op~
tica por minuto por 7.5 x 10~° gramos de proteina. ILe
siguiente table indica las fracciones, los niligramos

de proteina por miligramo y la tasa de resceidn.
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Fracciones = Mg. de proteina Tas% D.O/min./7.5 x

le gramos Ge pro-
teing

a 0.15 0.027

b 0.18 0.033

e 0.26 0.040

d 0.28 0,047

e 0.31 0.043

Lisozima 0.30 0.070 .

EJEMPIO III-Conjugacion de Meperidina con Lisozima :

A. 2.23 gramos de hidrocloruro de 4-ciaﬁé-4—
fenilpiperidina fueron disueltos en 15 ml. de agua a
la cual se habian sgregado 4 wl. de hidrdxido de pota-
sio acuoso al 50%. ELl aceite fue extrafdo con 3 i'lﬁ
ml. de éter y las capas orgénicas fueron secadaSAsbire
sulfato de magnesia anhidre. Iarfiltracién y evéﬁbfa-
cidn de la solucion dieron un residuo que fue colocado
en una ampollete de vidrio junto con 3 ml. de metanol
y 1.23 ml. de hidroxido de potasio acuosc al 50%. Le
ampolleta sellada fue calentada a 165-170¢C. durante
3.5 horas y diluida con 50 wl. de agua. Después de la
extraccion con cloroformo, la fase acuosa fue neutrali-
zada con DOWEX 50~58.(forme de H+) & pH 6.0. Ia filtra-
cion y evaporacién rindieron un residuo (0.82 gramo.:)
el cual se fundic a més de 3002C. Ia recristalizacion

a partir de agua y el secado sobre pentéxido de fosforo
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dieron un compuesto con punto de fusidn de 285-286%.

B. Fueron refluidos 1.8 gremos de 4—earbéxi-4—
fenilpiperidina en 50 ml. de hidrocloruro etandlico
al 5% dQurante 4 horas. El residuo, & la evaporacion
del solvente fue disuelto en acetona y la parte inso-
luble fue eliminada por filtracién. A partir de le so-
lucion en acetona, permanecid un aceite viscose en le
evaporacion, el cual se cristalizd al dejarlo repcsar.
Tuvo punto de fusidn de 197-1102C. (1.068 gramos).

Fue utilizedo sin purificacion adicionsl
o bien, .

B'. Une solucion de hidrocloruro de 4-signo-4-
piperidina en 6 ml. de &cido sulfirico al 66% fue ca-
lenteda a 145%C. y agitada duresnte 45 minutos. AL en-
frierla a 1259C., la solucién se volvié ligeraments
mas viscosa. La adicidn de alcohol (el rabo del embudo
para adicion debajo de la superficie de la mezcls reac-—
tiva, reduce la temperatura a 1052C. Fue mantenida
asi durante 4 horas. Durante la primera hors fueron
agregados 20 ml. de alcohol y en la siguiente hora 6
mwl. cada una. Los vapores de alcohol fueron removidos
por una destilacidn continua. Al final de la adicidn,
la temperatura fue elevada a 1252 hasta que ya no se

formo més condensado. La solucién celiente fus vertida

sobre 6 ml. de agua/40 gremos de hielo que contenia 8
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gramos de hidrdxido de sodio. Después de la extraccidn
con 3 x 70 ml, de éter, secado sobre sulfato ds magﬁe—
sie anhidro y remocion del solvente, quedd un aceite

que fue destilado a 112-1152C. con 0.2 mm. de Hg, 4.0l

gramos (54%).

C. 4.01 gramos de 4-carbetoxi-4-fenilpiperi-
dina fueron disueltos en 13 ml. de alcohol absolute.y
refluidos junto con 2.0l gramos de cloroacetato sédi-
co. Después de 7 horas no habfe presente ningin mate-
rial de partida, como se puso de manifiesto con TZG}}EI
cloruro de sodio precipitado fue removido por filtfa-
cién y lavado con 3 ml. Ge etanol. Al enfriarse el
filtrado, aparecieron cristales blancos. Le filtfaéién
y el secado dieron 2.9 gramos (58%) del compuesto ti-
tulado., con p.f. de 148-1409C. Ia evaporacidn del li-
cor madre dié wn cristal que no se cristalizd a partir
de acetons/hexano.

D. A una solucién de 29.7 gramos (0.1 mmol)
de 4-carbetoxi-1-carboximetil-4-fenilpiperidina en
1.0 ml. de dimetilformamida seca, a 0%, se. agregaron
13.1 microlitros de isobutileloreformato (01 mmol).

La mezcla fue agitada & 02C., durante una hora.
- E. Ia solucidn fria de anhidrido mixto (pre-
parada como se dice antes) fue agregada gota a gota

& una solucion de 100 mg. de lisozima (6.9 mmol) y 100
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mg. de bicarbonato de sodio en 10 ml. de aéLg §
Ia reaccion fue agitada a 49C., duraﬁte 24 hores y
luego dializeda contra agua durante 48 horas. EL agua
fue cambiada 3 veces al dfa. El conjugado de enzime
parcislmente purificado, luego, fue cromatografiado
sobre Bio-Rex 70 usando un gradiente de amortiguador
de fosfato de 0.05-0.20M, pH 7.15. La actividad deo
lisozimae en el eluto fue seguida por el ensayo con¥
vencional de la lisozima empleando Micrococcus.leigo_
dikticus (20 mwg./50 ml. de emortisuador). Ie adicida
de gamma~globuling de conejo u oveja inmunizados cen
el conjugado BSA del acido meperidimico, ocasioﬁéJQue
el conjugado lisozima-wmeperidina-quedase casi conple—
tamente inhibido. La adicidn de meperidina libre al
complejo de enzima inhibida-anticuerpo condujo a la
restauracién de la actividad de lisozina.
EJEMPLO IV-Conjugacion de Amfetaming a Lisozimg

A. Sulfato de amfetamina (3.68 gramos, 20
mmols de amine) fueron disueltos en hidrdxido de so-
dio 0.5N (80 ml.). La solucién alcalina fue extraide
con eter, el éter fue secado y evaporado. El residuo
fue disuelto en 50 ml. de benceno ¥y diisopropiletil-
aming (3 ml.) fue agregada, seguida por etilbromoace-
tato (2.2 ml., 20 mmols). Ia mezcla resctive fue re—

fluida durante ung hera, enfriada, filtrada y se eva-—
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poré el filtrado. E1 residuoe fue captado en éter, la~
vado varias veces con agua y el éter fue secado y eva-

porado. El sminoéster pure fue obtenido per cromstogra-

fia de columne sobre sflice (hexsno:dter 7:3). El ven-

dimiento fue de 3:1 gramos. (70%). E1L NMR y el IR con-
cuerdan con la estructura.

B. E1l amineéster (2.5 gramos, 1l.3 mmols)__
fue disuelto en una mezele 1:1 de metanol e hidrdxido
de sodioc 1N (50 ml.) y dejada reposar tode la noché
a tempesratura amliente. La mezcla fue evaporada arun
volumen pequefio, lavada dos veces con éter (2 x 25,ﬁl.)
y acidificada a pH 6.0 con acido clorhidrico coreentra-
do. Los cristales que se separaron fueron recristali-
zados desde éter acetonsa para dar dos fraccienes: 900
ng., p.f.=222-25 (p.f. en literatura 220-590.,.Tétra.
Letters. 1966, 4603~7) y 450 mg. p.f. 210~2189C. Sola-
mente la priﬁera fraceion fue utilizada para reaccio-
nes adicionales.

% H2C3 25T 1m £=159
naxe.

C. Acido amfetaminocarboxilico (700 mg. 3.8
muols) fue suspendido en dioxano seco a 409%C. (50 ml.)
vy fosgeno (12.5% por peso) en benceno, 20 ml. fue agre-
gado en una sole porcidn. La mezcla reactiva fue agi-~

tada a 40-502C., durante 3-1/2 horas, evaporada hasta la
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sequedad y vuelta a disolver en dioxeno seco (20 ml.).
Esta solucidén fue mantenide en hielo para el sgiguien-
te paso.

D. N-carboximetilamfetamina (25 mg., 0.133
mmol) fue suspendida en 1.8 ml. de dioxeno seco a
402C. Se agregod fosgeno (12.5% por volumen en benceno )
en una sola porcién. (0.715 ml.). Ia mezcla reactive
fue agirada a 409C., durante 3-1/2 horas antes dejqpe
fueran agregadcs 0.2 ml. de fosgeno (12.5% por voiumen
en benceno). Después de agitar 30 minutos adicionales,
la solucién se volvid homogénea. El solvente fue eli-
minado bajo vacio & 259C en la capucha. Se agregd
0.70 wl. adicional de dioxano seco para usarse en el
siguiente paso.

E. La solucidén fria de dioxano del producto
enterior fue agregade gota & gota en wn lapso de 5 mi-
nutos a una solucidn agitada, friam (092C.) de 200 mg.
de bicarbonato de sodio y 100 mg. de lisozima en 10
ml. de agua. La mezcle reactive lechosa fue agitada
& 42 durante 48 horas y, lusgo, dializada contra agua
(1 1litro cambiade 3 veces al dfa) durante 48 horas. El
residue fue liofilizedo y el residuo utilizado para
estudios de actividad e inhibicidn.

EJEMPLO V-Conjugacion de Ecgonina con Lisozime

A. 5 gramos de cocaina fueron refluidos en
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25 ml. de agua durante 6.5 horas. El aceite restante

después de la evaporacidén de la solucidn fue disuelto

en 5 ml. de agua caliente. Al enfriarse, se separaron
cristales blancoes, lergos (2.87 gramos). Se obtuvie-
ron otros 543 mg. del licor madre.

B. Un gramo de benzoilecgonina fue refluido
en 25 ml. de doido clornfdrico 2N durente 1 hora. Des-
pués de enfriar, la solucidn fue filtrada y extraida:
con éter. Lae fase acuosa fue neutralizada con bicarbo-
nato de sodio & pH 5.8. Al ocurrir la evaporacién, que~-
do un residuo blanco que fue refluido con 40 mlﬂ,ée
etanol al 95%, filtrado y el solvente fue evaporado.
El residuo aceitoso (580 mg.) se cristalizé al hacer
la adicidén de 0.5 ml. (130 mg.) de etanol, con p.f. de
135-1972C., con descomposicidn.

C.-A una suspensidén de 22.7 mg. (0,1 mmol)
de hidrocloruro de ecgonina en 1.0 ml. de metilforme~
wida seca a 02 se agregaron 13.7 microlitres de iso-
butileloroformato (0.1 mmol). La mezcla fue agitada
a 02 dursnte 2 horas y luego usada pare la conjuga-
cion.

D. A una solucion fria, a 42 de 100 mg. de
lisozima (6.9 mmol) y 100 mg. de bicarbonato de sodie
en 10 ml. de agua se agrego le suspensidn en dimetil-

formemida del anhidrido mixto. La solucidn homogénea
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1

fue agitada a 42 durante 40 horas y luego dislizada

contra agua (1 litro cambiado 3 veces sl dfa), duran-
te 4 dias. El material dializado, despuds, fue liofi-
lizado hasta la sequedad. Con este material se efec-
tuaron estudios de actividad e inhibicicn.

EJEMPLO VI-Conjugacion de Fenobarbital con Lisozima
A. Fenobarbital sodico (5.08 gramos, 0.02

mols), cloroacetato metilico (2.16 gremos, 0.02 mols),
metanol (14 ml.) y una centidad catalitica de dimeiii—
formamida (1 ml.) fueron reflulidos durante 2 horas.
Durente este periodo, se separc un precipitado blan-
co. La mezcla reactiva fue enfriada a la temperatura
ambiente y filtrada. E1 filtrado metanclico fue evapo-
rade hasta la sequedad para rendir alrededor de 5
gramos de un meteriml gomoso, que se solidifico al
dejarlo reposar. (El precipitado de la filtracion an-
terior se disolvio parcialmente cuando fue vuelto a
lavar con ague destilada. El material insoluble en
agua, alrededor de 50 mg., demostrd ser el producto
dialquilado).

El material solidificado fue agitado con
20 ml. de solucion 1K de NaOH durante 15 minutos y
luego filtrado. Esto, separé los derivados insolubles
en alcali, el producto monoalquilado y el fenobarbital

sin reaccionar. El filtrado alcalino fue acidificado
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con &cido clorhidrico concentrado g PH 2 y el preci-
pitado gomoso blanco que se formo, fue captado en
cloruro de metileno.

El secado sobre NgSo, y 1la evaporacidn del
solvente orgénico rindieron 4 gramos de material g0-
moso. Este fue disuelto en benceno Y cromatografisdo
sobre una columna de gel de silice (40 gramos). -Ld:
elucion fue con cloroformo y se recogieron fracﬁldnes
de 100 ml. (E1 adelanto de 1lg cromatografia fue segui-
do por ILC, dado que el producto dialguilado tiﬁﬁe'
un Rf 0.9, el materiel monocalquilado Rf 0.6 y ol fe-
nobarbital R, 0.1, con cloroformo/metanol 95:5),

las fracciones 2 a 5 combinadas rindieron,
a la evaporacion 1.6 gramos de una gome que sersoli-
dificd al dejarla reposar. Le trituracidn con $ter
de petrdleo y la filtracidn rindieron 1.5 gramos de
un polvo blanco que, con NMR se mostrd gue era el de-~
rivado monoalquilado requerido: N-metoxicarbonilmetil-~
Penobarbital.

La elucion adicional con cloroformo (500
wl.) rindic 1.5 gramos de un sdlido blanco que se
mostré ser fenobarbital sin resccionsr.

B. El monoéster preparado antes (1 &7ranoc )
fue refluido con 10 ml. de solucidn al 20% de deido

clorhidrico durante 3.5 horas. ILa mezcle reactiva en-
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friada fue diluida con agua (20 ml.) y extraida con
éter. La evaporacidn del extracto en dter rindid
0.98 gremo de una gome incolora que se solidifico
muy lentamente al dejarla reposar. lLa NMR y TLC mos—
traron que al acido le habia ocurrido uns hidrélisis
completa.

Se preparc una muestra pura de acido me=
diante ILC preparatoria para el andlisis UV, ccn ¢lo-
roformo/metanol (5:1) como eluente.

C. A una solucion frie, 02C., de 29.6 mg.
de N-carboximetilfencbarbital (0.7 mmol) en 14.3
microlitros de trietilamina (0.1 mmol) en 1.0 ml.
de dimetilformamide seca, se agregaron 13.1 microli-
tros de isobutilecloroformato (0.1 mmol). La solucion
fue agitada a 4?2 durante 1 hora antes de usarlé.

D. Ia solucion fria de anhidrido mixto fue
agregada gots a gota, con agitacién, a une solucion
frie (4°C) de 0.100 gramo de lisozima (6.0 mmols) y
0,100 gramo de bicarbonato de sodio en 10 ml. de agus .
Ia solucién heterogénea resultante fue almacensds
a 42 durante 48 horas antes de ser dializada contra
agua durante 48 horas. (El dializado, lusgo, fue cro-
matografiado sobre Bio-Rex 70, empleando para la elu-
cidn un gradiente de amortiguador de fosfato de 0.05-

0.20M, pH 7.15. La actividad de lisozima en el eluen~
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te fue seguida del ensayo convencional de lisozima
empleando micrococcus lysodeikticus (20 wg/50 ml. de
amortiguador). La adicidn de gammaglobuling de ove-
Jjas inmunizadas con el conjugado BSA de N-carboxime-
tilfenobarbital ocasiond que el conjugado lisozima~fe-
nobarbital quedase casi completamente inhibido. Le
gdicidn de fenobarbital libre al anticuerpo de enzi-
me inhibide condujo a la restauracidn de la actividad
de la lisozima.
EJENPLO VII-Conjugedo de Secobarbital, BSA y Iisczima
A. Se paso ozono a través de una soluciln
enfriada (hielo seco/écetona) de secobarbitai sodizo
(2.6 gramos, 0.0l mol) en metanol (250 wl). Des'pviés
de concluida la ozonolisis (prueba KI positiva), se
pasé nitrogeno a través de la mezcla reactiva pdra
remover todas las husellas de ozono y, luego, se agregé
dimetilsulfure (y ml.) a la solucion fris con una je-
ringa y se dej0 reposar toda la noche a la temperatu~
re ambiente. Después de la evaporacidn del solvente,
el residuo fue diluido con agua (20 ml.) acidificads
con gcido clorhidrico concentrado y extrafdo con clo-
roformo (3 x 20 wl.). E1 extracto de eloroformo fue
secado sobre MgSO4 y evaporado para rendir 2.4 gramos
de un material gomoso incoloro. Le NMR mostro la pre-

sencia de un grupo aldehido a 89.7 ppm. Este fue usado
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sin purificacidén adicional en la reaccidn con dcido
malonico.

B. Una muestra de aldehido puro (0.24 gramo,

1 mmol), écido maldnico (0.21 gramo, 2 mmols), 20 ml.
de piridina y 1 wml. de piperidina fueron refluidos Jun-
tos durante 6 horas. El solvente fue eliminado en el
evaporador instantanso al vacio y el residuo disuelto
en una solucidn al 10% de bicarbonato de s0dio. Lo 30~
lucion de bicarbonato fus lavada con éter (3 x 20 ml.)
¥y luego acidificada con dcido clorhidrico concentrada.
La extraccidn con éter (3 x 20 ml.) y, luego, con ¢ioro-
formo (2 x 25 ml) seguida por secado sobre M’gSO4 ¥y la
evaporacion de las capas orgsnicas combinsdas rinc:id
0.23 gramo (rendimiento 80%) de un s¢lido blanco, del
cual NMR mostrd que era el dcido deseado: deido-{ doido
A-crotdnico )-5-(1'-metilbutil Ybarbitirico. La Tecris—
talizacidn a partir de CHC13/COL rindid 0.16 gramo de
material puro.

C. A una solucién de deido 5-(gcido ol ~crotd-
nico)-5-(1'-metilbutil )barbitirico (0.282 gramo, 1 mmol)
en dimetilformamida (3 ml.), enfriade a -159C. (bafio
de hielo-sal), se agregaron trietilamina (0.28 ml., 2
mmols) e isobutileloroformato (0.13 ml., 1 mmol). Se
continud la agitacidn a =152 durante 15 minutos y, luego,
a 02 durante 30 minutos. Ia mezcla reactiva fue agregadsa,

- 128 -



10

15

20

25

gota a gota, con une jeringa a una solucidn enfriasda
de BSA (400 mg.) en agua (56 ml.) que contenia

NaHC0 4 (2.6 gramos). La mezcla reactive fue agitada
a 02 (cuarto frio) durante 5 dfas cuando la turbidez
inicial habia desparecido casi toda. Luego, la solu—

cion fue dializada contra 4 litros de amortiguador de

el conjugado deseado.

D. Fueron disueltos 240 mg. de lisozi@a.j
(100 mmols) de lisina) en 20 ml. de agua y la sdlﬁ;
cidén fue enfriade a 02C. La solucidn fue ajustadé a
pH 10.2 con hidréxido de sodio al 0.05N y el anh{dri-
do mixto (100 mmols) en 1.5 wl. de dimetilformamida
seca fue agregado gota a gota, mientras la solucidn
era wantenida entre pH 9.6 y 9.9 mediante la adicidn
de base segin se requirid. E1 pH fue mantenido a 9.6
durante otros 30 minutos, después de los cuales fue
centrifugada la mezcla.

El sobrenadente fue dializado contra 0.5 mol
de tris-maeleato, pH 8.0. El nodulo formado por la
centrifugacion se disolvié en 20 ml. de urea 8M y
fue dializado como se describe antes y rindid canti-
dades adicionales de enzime. El tratamiento de digli-
sis de urea se repitid hasta que s0lo quedaron 10 ng.

de material insolubls.
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EJEMPLO IX-Conjugado de Analogo de Metadona con Lisozime

(A) Una solucion de dibromuro de tetrame—
tileno (32.4 gramos, 150 mmols) en éter seco (150 ml.)
fue agregada a magnesio (10.9 gramos, 450 mmols) en
éter (80 ml.) a un régimen tal que el dter refluyd.
La reaccidn fue llevad a acabo en atmésfera de argon.
Después de terminar la adicidn, la mezela reactive -
fue hervida durante una hora. Se agregd una solucién
de 2,2-difenil-4-dimetilaminovaleronitrilo (I), (pre-
parada de acuerdo con J. W. Cusic, J. Am. Chem..Soc.,
11, 3546, 1943), (8.4 gramos, 30 mmols) en 100 ml.
de xileno seco, en el curso de 30 minutos a la tempe-
ratura amliente y le mezcla fue agitada a 552C. duran-
te una hora. La mezcla reactiva fue enfriada sn un ba-
fio de agua helada y se pasd CO, a través de ella con
agitacion rapida durante 4 horas. Se agregaron 200 ml.
de agua y dcido clorhidrico conceatrado (100 ml.), el
magnesio fue retirado por filtracidn y el filtrado
fue refluido durante 2 horas. La solucidn transparente,
enfrieda, fue lavada con éter (3 x 150 ml.) y extraida
con diclorometano (3 x 150 ml.). Este extracto fue
eveporado hasta la sequedad y el residuo fue disuelto
en 0.5 litro de hidrdxido de sodio 0.5N.

Esta solucion fue lavada con éter (3 x 100

ml.), hecha acidica con 150 ml. de acido elorhidrico
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concentrado, saturada con clorurc de sodio y extraida\r
con diclorometano (3 x 200 ml.). Ia evaporacicn del
solvente dejo un aceite: hidroeloruro 6-ceto-7,7—difé-
nil-9-(dimetilamino) de acido decanoico (7.55 gramos.
60%), el cual se mueve como un solo punto en TLC

(HCCL.,:MeOH 8:2 y 7:3)

3
Espectro U.V. ~iann

0.02% de CF3COOH
NNex . 293 (©=540);
264 (€ =500);
259 (€=535).

(B) Bl gcide (21.0 mg., 50 mmols) fue di-
suelto en 1 ml. de dimetilformamide seca, se agréga—
ron 2 gotas de trietilamina y la solucion enfriads
fue tratada con 6.5 microlitrecs de isobutilclafofor—
mato como se describid antes en otras preparaciones.

(C) Fueron disueltos 120 mg. de lisozima
(50 mmols de lisina) enl2 ml. de agua. EL pH fue
ajustado a 10 con hidrdxido de sodio 0.05N y manteni-
do alli durante la adicidn, gota a gota, de la solu~
cion de anhfdrido wixto. Después de 30 minutos de
agitacion adicional, la mezcla fue centrifugada. La
fraceidn sobrenadante permenecid homogénea durante
la didlisis contra agua y contuvo el conjugado de

lisozima con el anélogo de metadona.
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EJEMPLO X-Conjugacion de Carboximetilmorfina (crm)

con Dehidrbgenasa de Malato (MDH) -

Se obtuvo MDH de corazdn porcino como sus—
pension de 8 mg/ml. en sulfato de amonio 2.8M. Un
cc. de esta solucidn (2 x 10™7 mols de MDH) fue cen-
trifugada y el nddulo fue disuelto en 1 oc. de agus
a 42C. El pH fue ajustado a 9.0 con NaOH diluido-y
se agregaron 0.30 ml. de la solucidn de anhidrids
mixto en porciones de 10 microlitros. Durante la adi-
cidn, el pH fue mantenido entre 8 y 9. DesPués'dé
terminada la adicidn, la mezcla fue agitada durante
1 hora, a 42C. Se agregd suficiente amortigusdor de
fosfate 0.05M, pH 7.5 para dar un volumen total de 5
cc., y la solucion fue dializads contré ese amorﬁigua-
dor.
EJEMPLO XI-Conjugacion de Testoteron-3-carboximetiloxi~

ma con Dehidrogenasa de lMalato (MDH)

la testosteron-3-carboximetiloxima (36.1
wg., 100 mmols) fue disuelta en 1 ml. de dimetilfor—
wamide que contenia 3 gotas de trietilamina. La solu-
cidn fue enfriada a -159C., y se agregaron 13.1 mi-~
crolitros (100 mmols) de isobutileloroformato, se agi-
t6 durante una hora a -159C. a -58C., durante cuyo
tiempo la solucion tomd un color naranja claro.

Ia dehidrogenasa de malato, & razdn de 0.5
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cc. de suspensién de 10 mg/ml. en sulfato de amonio
2.8M (5 mg. de MDH, 6.8 x 1070 mols de MDH, 4.4 x
10'6 mols de residuos de lisina) fue centrifugada a
15,000 rpm durante 20 minutos. EL nddulo fue disuel-
to en 1 ml. de agua y la solucion fue dializade con-
tra agua a 42C. durante 5 horas (3 cambios). Ia solu-
cion fue llevada a pH 8.5 con NaOH diluido a 42C. .y
44 microlitros de la solucidn de anhfdrido mixts (4.4
muole de enhfdrido mixto corresponden a 1 hapteno

por lisina), fue agregada a la solucion agitadé;ﬁé*
enzimas, en tres porciones en el curso de 5 minutos.
Se agregé la cantided necesaria de solucidn de nidrd-
xido de sodio para mantener el pH a 8.5. IniCiélﬁénte,
la solucién estaba furbia, pero se aclard durante 1
hora de agitacidn-a 49C.

La solucidn fue dializada exhaustivemente
contrs amortiguador de fosfato 0.05M, pH 7.5. Se eli-
ming por centrifugacion una pequefia cantidad de sedi-
mento. Hubo alrededor de 17 grupos por MDH.

Ensayo: Debido a la inestabilidad de solu~-
ciones de enzimas altamente diluidas, le solucion
base (5 mg/ul; 3.4 x 207°M) fue diluida 1 & 500 justa-
mente antes de cada ensayo. E1 orden de adicidn de
reactivos a la mezcla para ensayo fue como sigue: 1)

enticuerpo (cuando se usd); 2) enzime diluida; 3)
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acido oxalacético; 4) NADH. La concentracidn final
de enzima fue de 2.7 x 10™°M. La concentracidn de
enticuerpo no se conocid. Se usd suficiente anticusr—
po para lograr wuna inhibicidn meyro del 40% de la
actividad enzimstica. Esto correspondid a un equiva~-
lente de 10 microlitros de un suero que contenis an-
ticuerpos. -

(1) Enzima sola: 0.073 D.O/min. (2) Enzima
+ anticuerpo: 0.042 D.0./min. (3) Enzima +antiqué£po
450 microlitros de testosterona 10~2M (agregad;3b¥i—
meramente ): 0.073 D.O./min.

Ensayo de la Codeins

A fin de demostrar la inhibicidn de la sc-
tividad de la lisozima modificada por morfina por
los anticuerpos y el retorno de la actividad mediante
la adicion de codeina, se llevaron a cabo los siguien-
tes experimentos. A alicuotas de las diversas frac-
ciones de la lisozima modificada por morfine, se agre~
g0 anticuerpo y se determind el régimen. En esta for-
ma, se pudo determinar el efecto del anticusrpo so-
bre la actividad enzimatica y la codeina para regene-
rar la actividad enzimetica. La siguiente Tabla indi-

ca los resultados obtenidos.
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Fraccién Enzima Modi- Anticuerpo Codeina D.0./min.
ficads por -7 -7 3
Morfina, M ¥ x 10 M x 10 x 10

a 3.3 x 1077 — — 33
n it 4 N 2 e 1 7
1" " " 6.7 | 27
" l.l 13 " — 8
|'| ;' 1] 30 1 5
] l; i‘___ 67 2 5
'l; n ———— ———— 6 5
1 l‘l 1 3 o 10
;l I; it 30 2 o
" o " 67 3
6 1.2%1077 - — 43
;l l; é . 7 ——— 7
o o " 33 13
" " " 67 23
a " —- — 41
" " 6.7 —- 10
Ii |; " 33 2 O
'; ;l l; 67 2 5
é l; ;.__ — 43
. ; 6.7 — 6
" n n 33~ 12
" o " 67 20
" " 3.3 — 17
" " 3.3 33 25
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* Noles basados en sitios de enlace.

Los resultados anteriores demuestran clars-
mente la extrema sensibilidad del sistema. Utilizando
el anticuerpo en cantidades equimolares (con base en
los sitios de enlace) o en algin exceso con enzime,
se pueds lograr una reduccidn hasta de 85% en la acti-
vidad. Una parte substancial de la actividad pusdé'éer
regenerada por uns cantidad tan pequefia como 10-6'mols
de codeina. Dicho sea entre paréntesis, la 1isoziméi
no se afecta en lo absoluto con la presencia de énfi-
cuerpo o de codeina. |

Se 1llevo a cabo como sigue una evaluaciSn
detallada adicional: La concentracion de enzims fﬁé
mantenida constante a 1.7 x 10_7M, mientras que se
agregaban cantidades variables de anticuerpo de morfi-
na. El régimen fue determinado con diversas concentra-
ciones del anticuerpo de morfina. Ia fraccién “c" fue
utilizada como fuente de la enzima. La siguiente Tabla

indica los resultados obtenidos:

Anticuerpo, M x 10° Régimen (D.0./min.) x 103
0 : 45.7
1.7 45.7
3.3 46.0
6.7 38.6
12 33.6

- 136 -



10

15

20

25

8 , :
Anticuerpo, M x 10 Régimen (D.O./min.) x 10

17 28.3

25 21l.4

33 l6.1

50 8.3

67 7.1
130 7.2 RN

® Concentracidn en sitio de enlace. N
En el siguiente experimento, la concentracidn
de enzima fue mantenida constante a 1.7 x 10"7M jﬂié*
concentracion en el sitio de enlace del anticuerpd~fue
mentenide constante a 5.0 x 10 /M. Se agregaron centi—
dades variables de codeina y se determind el régiméﬁ.

La siguiente tabla indica los resultados.

Codeina, M x 108 Régimen (D.Qi/hinfj-i—103
530 45.0
270 31.3
130 28.0
67 2640
33 22.1
17 16.7
6.7 ‘ 12.9
1.3 lofo
—— 8.3

Las tablas anteriores demuestran convincente-
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mente la exireme sensibilidad del sistema. Con uns canbi-
dad de codefna tan pequefla come 1.3 x 10"8M., e obtiene
una diferencia detectable en el régimen.

También se efectuaron ensayos empleando el
fenobarbital conjugado con lisozimg del Ejemplo VI y
el secobarbital conjugado con lisozimas del Ejemplo VII.
Tanto el enalogo de fenobarbital como el anglogo @fﬂge-
cobarbital ﬁabian sido conjugados con albumina de suero
de bovino (BSA) y con anticuerpos obtenidos por pchedi-
mientos conocidos, inyectando los §onjugados con aibﬁmi-
na de suero de bovino en animales y, luego, recogiéndo
los anticuerpos.

El procedimiento empleado fue, primero,“prepaﬁ
rar cierto numero de soluciones reactivas. Ia soluqién
amortiguadore fue 0.05 tris-meleato a pH 6; la sclueidn
de albumina de suero de bovino fue 0.1% por peso de
BSA en amortiguaaor de tris-maleato; la solucidn bacte-
riana fueron Micrococcus lysodeikticus (30 mg.) en 50
ml. del amortiguador. La suspension fue preparada ape-—
nas 12 horas antes de usarla y almacenada a 42C; la so-
lucion de barbiturato conjugado con lisozima es diluida
con la solucidon de albUmine de suero bovino. El grado
de dilucion es tal como para proveer un régimen de
eproximedamente 0.21 D.O./min. con una solucidn que con-

tenga 0.2 ml. de solucidn bacteriena, 0.02 ml. de albu-
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mina de suero de bovino, 0.08 ml. de orina sintdtica
¥ 0.5 ml. de la solucién de lisozima. Ias solucionss
de gammaglobulina (en 0.025 de tris maleato, pH 7.4),
enti-secobarbital y anti-fenobarbital, estdn & une
concentracidn adecuada para que 20  inhibe 92-96%
de la actividad espeeifica de la lisozima. Ia orins
sintética se obtiene disolviendo en 1 Litro de agua
destiladg, 5.2 gramos de clorurc de potasio, B.é?gfa-
mos de cloruro de sodio, 1.4 gramos de fosfgto gédi-
co dihidrogenado, l.4 gramos de fosfato disédicéfﬁo-
nohidrogenado y 11 gramos de ures. Ia soluciones_nor-
males de barbiturado (fenobarbital o secobarbitgl) se
preparan disolviendo la cantidad deseads del barbi-
turato especifico en orine sintdtica.

El ensayo se lleva a cabo introduciendo
0.2 ml. de la solucidn bacteriana en un watraz pars
nuestra, agregando 20 hde la \<-globulina anti-bar-
biturato en particular, agregando 80 N\ de la musstra
de orina y diluyendo la mezcle con 0.5 ml. de la so-
lucidn de enzime. Luego, la mezcla resctiva e8 aspi~
rada hacia dentro del espectrdmetro y le disminucidn
en la densidad éptica es medida & 436 nm durante 40
segundos a 309. Se puede usar cualquier intervalo de
tiempo de 10 a 60 segundos. La ¢oncentracidn del bar—

biturato especifico en 1a muestre de oring se deter-
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mina con une curveg preparada utilizando soluciones
normelizadas. Se ha provisto una correccidn en blanco
empleando una solucidn de 0.52 ml. de albumina de
suero bovino al 0.1% en una solucidn de 0.025 tris-ma-
leato, pH 6, en lugar de las soluciones de \( -globuli-
na anti~-barbiturato y de lisozimg conjugada con bar-
biturato. Este blanco se substrae del resultado obte-
nido con las muestras de orina.

Siguiendo los procedimientos anteriores, fue
probado un buen numero de muestras de orina, conoﬁi-
des y desconocidas para hallar la presencia de seco=-
barbital y fenobarbital. Se encontrd que los resulta-
dos eran cesi idénticos con los de la cromatografie
de capas delgadas (TLC) y otro método de inmunoensayo
dependiente de un detector estable de radicales li-
bres. |

En adicién, se encontrd una reactividad cru-
zada con otros barbituratos, que estuvo substancial-

mente susente con 1os gque no eran barbituratos, inclu-

yondo compuestos con estructuras similares, tales co-

mo la glutetimida.

Siguiendo el procedimiento anterior, se efec~
tuaron un buen numero de ensayos en busce de metadona.
Fueron tomadas muestras de orina de un caso clinico
de mwetadona y analizadas en busca de metadona. De 65
™ ot

- 140 -



10

15

20

25

muestras, la cromatografis en capes delgadas mostrd gque
62 de las muestras eran positivas, mientras que el en-
sayo de feferencia mostré que 63 de las muestras eran
positivas.

Se llevaron a cabo ensayos adicionales va-
riando la enzima. Se emplearon en los ensayos un buen

.....

numero de otras enzimas que estaban conjugadas con

3

O~=-carboximetilmorfina. A continuacion aparecen destrip-

ciones de los diversos ensayos.

PR PN

(1) Para el ensayo del rébanoc picante, éé:"ﬁ
preparc un substrato especial. El donante monémeré;'un
anglogo del verde de nalagquita, fue preparado hacienao
reaccionar écido toluico y B,R'dimetilaminobenzoféﬁbha
en presencia del &cido sulfdrico para formar el tinte
deuco. El tinte lsuco fue convertido en el anhfdrido
mixto con la misms técnica utilizada para la carboxi-
wetilmorfina; le concentracion fue de 0.15 mmol/ml.
de DMF. Alcohol polivinilico (la viscosidad de uns so-
lucidn acuosa al 4% a 202 es de 4 a 6 centipoises), en
centidad de 44 mg. (equivalente a 1 mmol de mondmero de
alcohol vinflico) fue hecho pasta aguada en 5 ml. de
dimetilformamida. Al ser calentado a 1002C., el alcohol
polivinilico se disolvid. A la solucidn se agregaron
2.5 ml. del anhfdrido mixto y 0.5 ml. de piridina y fue-

ron dejados bajo N2 e 100¢C., durante 14 horas. Durante
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la reaccidn, ocurrid una considerable oxidacidn del

tinte.

La mezcle fue concentrada hasta la sequedad
¥y el residuo fue lavado detenidamente con acetong
para eliminar el anhidrido mikto sin reaccionar. Le
mezcle fue disuelta en 20 ml. de ague y dializada
contra agua. El polimero resultante fue sctivo como
substrato para HRP y did un color azul. Para el éﬁsé—
y0, la solucién anterior fue diluida 3 a 10 con amor-
tiguador de tris-umaleato 0.05M, pH 6.0. A 10 ml. de
la solucion se agregaron O.iOO ml., de peroxido de hi-
drogeno 0.39M. A 1 ml. de esta mezcla se agregaron
enzima, anticuerpo y hapteno y se midié el régiﬁenr

de desarrollo de D.0. a 620 nm.

Enzima, M (AB), M Codeina, M Régimen,
D.0./min
1.25 x 1079 - - 0.070
1.25 x 1079 1 x 1078 - 0.050
1.25 x 1079 1 x 1078 5 x 1070 0.068

El siguiente ensayo fue con4>(-amilasa.

(2) Ia ol -emilase de Bacillis subtilis,
0.100 gramo (2.0 x 107° mol) y 0.600 gramo de bicarbo-
nato de sodio fueron disueltos en 15 ml. de ague fria.
A esta solucidn agitada, fria, se agregd gota & gota 1

ml. de la anterior solucion de anhfdrido mixto. Se con~
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tinué la agitacion durante 18 horas, seguida por una
didlisis exhaustiva contra aguas. La solucidn fue fi-
nalmente liofilizada.

Se efectuaron ensayos con el Sistema Amylo-
chrome Roche. La emilasa marcada fue disuelta en agua,

& razén de 3.2 mg/litro y diluida 1 a 10 pera el en-

SayO- P
(Sitio de enla- .
Exp. ce de anticuer~ Enzima, M (Codefna)d Hégimen

po) M. D.0./10
min.
1 -— 6.4 x 1072 - 03490
-8 Then
2 4.18 x 10 6.4 x 1070 - . 0.210

8

3 4.18 x 10~ 6.4 x 1079 4 x 10°® .. _0.410

El dltimo ensayo se hizo con dehidrogenase
de malato.

(3) Para el ensayo, se utilizd amortiguador
de fosfato 0.05M, pH 7.5. A 0.900 cc. del amortiguador
se agregardn en el orden indicado:

0.50 cc. de acido oxalacético 7 x 1073

M.,
en amortiguador de pH 7.5;

0.05 cc. de "-globulina antiopiato, 3.67 x
10"y (concentracién en sitio de enlace);

0.020 cc. de enzime 8.03 x 10™2M en amorti-
guador de pH 7.5;

0.020 cc. NADG 1.4 x 10 °M en agua.

Ie disminucién en la densidad 6ptica a 340
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nm es leida como funcidn del tiempo a 3050. Cuando
se empleo el hapteno codeina, fue agregado sl amorti-
guador antes que ninguno de los otros reactivos.
Ensayos:
(1) Anticuerpo omitido. Régimen es 0.0136
D.I./wmin.
(2) Anticuerpo incluido. Régimen es 0.0073
D.0./min,
(3) Antiocuerpo y 5 pl de codefna 1 x 10-6M
incluidos. Régimen es 0.0107 D.O./mir.
(4) Anticuerpo y 2 ul de codefns 1 x 10-6M
incluidos. Régimen es 0.0099 D.0./uixn.
(5) Anticuerpo y 2 pl de codefna 1 x 10f7M
incluidos. Régimen es 0.0079 D.0./ain.
De acuerdo con la invencién, las coneentra~
ciones requeridas pare ensayar uns amplia variedad de
ligandos son del erden de 10_7M 0 wmenos, con menos de
5/ul de solucion. Por lo tanto, con cantidades extre-
madamente pequefias de reactivos, se obtieme un alto
grado & sensibilidad. Ademds, la extrema especificidad
de los sitios receptores hacia un compuesto particular

I 7, . .
0 su analogo muy proximo, permite una amplis gama de

posibilidad de ensayo con un alto grado de sensitividad

¥ especificidad hacia compuestos particulares. Por lo

tanto, pueden ser ensayadas centidsdes sumamente Gimi-—
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nutes de materiales bioldgicamente activas en los di-
versos fluidos del cuerpo tales como sangre, saliva
u orina.

La presente invencion provee una sonda de
extraordinaris sensibilidad pare el ensayo de canti-
dades en extremo diminutas de materisles 68pecfficos,
con un alto grado de especificidad ¥y exactitud. Alter-
nativemente, el método se puede usar en forma cusli-
tativa para determinar la presencia o ausencisg dé,ma-
teriales en particular, con un alto grado de eSpééi-
Ticided. Ye ha sido desarrollada mucha tecnologfe pa-
ra los ensayos de enzimas. Los ensayos de enzimas son
bien conocidos, las condiciones optimas para el ensa-
yo, los substratos y los métodos para detectar la ac-
tividad enzimdtica estdn supliamente desérrollados en
la literatura. Adeumss, gran parte del trabajo involu~-
crado en el.radioinmunoensayo es aplicable directamen-
te a la presente invencion. Los antisueros disponi-
bles para el radioinmunoensayo son aplicables, en
ésencia, a los ligandos empleados en la presente in=-

venecidn.

Los métodos paras enlazar compuestos con en-
zimas en sitios que no sean los sitios activos, tam-
bién estéan bien desarrollados. Existe amplia literatu-

ra sobre las funcionalidades que se pueden emplear
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para snlazar un compuesto particular a un sitio en
particular o aminodcido en una enzima, sin afectar
substancialmente la actividad de la enzima. Los ejem—
plos anteriores demuestran que la presencia de un
anticuerpo cuando esta enlazado a un ligando que esta
enlazado a una enzime, puede reducir significativa-
mente la actividad de la enzima. Estorlo hace ya sea
como barrera fisica o en forma alostérica. Ademas,:
la actividad enzimstics es regenerads substanciéluen-
te introduciendo un ligando sn el medio que pueds
desplazar efectivamente al ligando enlazado con la en-
zima, liberando con ello a la enzima, del anticuerpo.

Al tener una enzima enlazada con un ligan-
do, por cada ligando que desplaza o un ligendo enla-
zado por enzima, reaccionars un gran nlmero de molécu—
las del substrato y se puede medir la concentracidn
del substrato restante del producto. Por lo tanto, se
tiene una considerable amplificacidén (acoplando la en-
zima a un ligando) porque muchas moléculas son modifi-
cadas por virtud de la presencia de una sola molécu-
la.

La presente invencion permite enseyos de
compuestos que estan presentes en concentraciones ex-
tremadamente bajas o en cantidades absolutas. Prime-

ro, debido & que esten disponibles receptores que tie-
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nen alta especificidad, un compuesto o un grupo de
ellos puede ser determinado sin interferencia signi-
ficetiva de los otros compuestos. Por virtud de te—
ner una o m&s enzimas presentes en relacién con wn
ligando especifico, se pusde obtener un gran cambio
en la concentracion del substrato de enzima basado
en un solo ligando. Ademas, el uso de enzimas provee
mayor adaptabilidad en el sistema de deteccidn glie

£y

sea empleado. «

La presente solicitud que corresponde a la
presentads en Estados Unidos de América, con feeha
14 de Maeyo de 1.971, bajo el Numero 143.609, se aco-
ge a 1los beneficios del Artfculo 51 del vigente Es-

tatuto sobre Propiedad Industrial.

-~ REIVINDICACIONES -

Los puntos de invencidn propia y nueva, que

- 147 -
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Be presentan para que sean objeto de esta solicitud

de Patente de Invencién en Espaﬁa;apor VEINTE afios,

son los que se recogen en las reivindicaciones siguien-
tes:

le,- Método mejorado para determinar la pre-
sencia de compuestos bioldégicamente sctivos emplean-
do una enzima modificada, caracterizado porque compren—
de: poner en contacto en una zona liquida el medio con
un ligando enlazado con enzimas, y un receptor que
sea comtn al ligando y 21 ligando enlazado con enzi-
mas, y analizar para le actividad del ligando enlaza~
do con enzimas yea sea en la presencis o ausencia del
ligando enlazado con enzimas y enlazado al receptor,

Yy comparar los resultados obtenidos con el medio pre-
sente en couparacibn a los resultados obtenidos en la
presencia de una cantidad actual de ligando.

28,- Método segin la reivindicacién 182, ca-
racterizado porque la zona liguida es substancialmen-
te homogénes en el medio, en el ligando enlazado con
enzimas, y en el receptor, el ligendo es un compues-
to bioldgicamente activo, y la actividad enzimdtica
del ligando enlazado con enzimas es inhibida en forma
substancial cuando el ligando enlazado por enzimas esté
enlazado al receptor.

38,- Nétodo segin la reivindicacidén 28, ca-

13-5=75 - 148 -
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racterizado porque el pH de la zona lfquida estéd en

la gama de 5 & 10 y la concentracidn del receptor esté
en la gama de 10'4_a 10~14 basada en los gitios de
enlace, la proporcidén de sitios disponibles de enlace
en el receptor a las moldculas del ligando enlazado

con enzimes es mayor de alrededor de 1, y la proporcidén
entre sitios disponibles para enlace en el receptor y
las woléculas del ligando, como ligando enlazado con
enzimas, es menor de alrededor de 20.

42,~ Método segin la reivindicacidn 32, ca-
racterizado porque el pH estd en la gama de 6 a 9 h's
la proporcidn de sitios disponibles para enlace en el
receptor y las moléculas de ligando enlazado por enzi-
mas es wayor de alrededor de 2, y la proporciédn de
gitios disponibles para enlace en el receptor y las
moléculas del ligando, como ligando enlazado por enzi-
mas, es menor dé alrededor de 5.

58,- Método segin la reivindicacién 28, ca-
racterizado porque el substrato soluble o insoluble
para la enzima del ligendo enlazado por enzima estd
presente en la zona de liquido, y.la presencie del li-
gando es detectada midiendo el cambio en la cantidad
del substrato o el producto del substrato.

68,~ Método segin la reiﬁindicacidn 52, ca-

racterizado porque la zona lf{quida es reguleda en una

@3-5-75 | - 19 -
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gama de pH de 7,2 a 8,5 con tris-(hidroximetil)metila-
wina, carbonato, borato o fosfato,

78,- Método segin la reivindicacidén 28, ca-
recterizado porque el ligando es un alcaloide, este-
roide, amfetamina, prostaglandina, tranquilizador,
alucinégeno, vitamina, barbiturato, glutetimida, sero-
tonina, metadona, meperidina, catecolamina, derivado
de cannabinol, polipéptido, proteina, difenilhidantoi-
na, anélbgo fisiomimético o metabolito del mismo.

88,- Nétodo segin la reivindicacién 28, carac-
terizado porque el compuesto bioldgicamente activo es
un compuesto orgénico biolégicamente active, con peso
molecular desde 100 hasta 2000, que tiene por lo menos
une funcionalidad polar,

98,- Método segin la reivindicacién 82, ca-
recterizado porque la zona liquida es substancialuen-
te homogénes en el medio, en &l ligando enlazado con
enzima, y en el receptor, el ligando es un compuesto
biolégicamente activo y la actividad enzimédtica del
ligando enlazado con enzima es substancialmente inhi-
bida cuando el ligando enlazado con enzima es enlazg~
do el receptor.

108.~ Método segin la reivindicacién 5& u
8e, caracterizado porque la enzima es lisogzima, y el

substrato para la enzima es lMicrococcus lysodeikticus.

13-5-75 - = 150 -
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112,- Método seglin la reivindicacidén 58 u
8&, caracterizado porque la enzima es dehidrogesa
del malato,

122,- Método segln la reivindicacidn 88, ca-
racterizado porque la enzime es peroxidasa del rébano
picante, o amilasa,

132,~ KMétodo segin la reivindicacién 88, ce~
racterizado porque el ligando es un alcaloide o andlo-
go fisiomimético de un alcaloide.

148,~ Método segin la reivindicacidén 13,
caracterizado porque el alcaloide es morfina,

158,- liétodo segin la reivindicacidn 138,
caracterizado porque el ligando es un esteroide,
emfetamina, anflogo fisiomimético, barbiturato o deri-
vado del cannsbinol, '

162, Método segin la reivindicacién 138,
caracterizado'porqué el ligando es un polipéptido y
el ligendo enlazado por enzime tiene, cuando menos,
una wolécula de enzima por cade molécula de ligando
enlazado con enziama,

175.—7Método segin la reivindicacién 12, ca~
racterizado porque la zona lfquida es heterogénes,
el ligando es un compuesto bioclégicamente activo y
el receptor esté enlazado a un soporte insoluble,

182,~ Método segin la reivindicacién 172,

13=5=T5 - 151 -



caracterizado porque antes del anélisis pero subse-
cuente a ponerlos en contacto, el receptor enla~
zado & un soporte y la zona lfquida, son separados.

198.~ Método seglin la reivindicacién 18e,

5 caracterizado porque la zone liquida, despuds de la
separacién, es combinada con el substrato para la
enzima del ligando enlazado con enzims, y se determins
la cantided de ligando mediante el cambioc en la can—
tidad del substrato,

10 208.- Método segin la reivindicacién 18¢,
caracterizado porque la enzime del ligando enlazado
con enzima no es inhibida substancialmente cuando
esté enlazada al receptor a través del ligando, y en
el cual el receptor enlazado a un soporte es cowbina-

15 do en una segunda zona liquida con substrato para la
enzima, y se determina la cantidad de ligando medign-
te el cambio en la cantidad del substrato.

s 21¢,- Nétodo segin la reivindidacién 17,
caracterizado porque se ha provisto una columna del
5??0 receptor enlazado a un soporte y la zona liquida es
v formada dentro de la columna introduciendo en la co-
lumna una solucién del medio y el ligando enlazado con
1-. enzimas, y el efluente de la columna es combinado con
el substrato de la enzima, y se determina la cantidad

25 de ligando mediante el cawbio en la cantidad del sub-

@@ . 13=5-75 - 152 -
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trato,

228,- Método segin la reivindicacién 17,
caracterizado porque el receptor enlazado a un sopor-
te, el medio y el ligando enlazado con enzima son com-
binados para formar una mezcla, de modo que el ligan-
do en el medio y el ligando enlazado con enzima com-
pitan por el receptor; filtrar la mezcle y analizar
el filtrado para su actividad enzimética,

232, Nétodo segln la reivindicacidn 178,
caracterizado porque el ligando es un alcaloide, este-
roide, cocaina, amfetamina, prostaglandina, tranqui-
lizador, alucinégeno, vitemina, barbiturato, gluteti-
mida, serotonina, metadona, meperidina, catecolamina,
derivado del cannabinol, polipéptido, protefna, dife-
finilhidantoina, andlogo fisiomimético y metabolito
del mismo,

248 .- Método segin la reivindicacién 12,
caracterizado porque el ligando es enlazado a una enzi-
ma §til en los inmunoensayos, y el cual ss un alcaloi-
de o un anflogo fisiomimético de un alcaloide enlazado
a una enzima a travéds de un grupo de enlece en un si-
tio que no seea el sitio reactivo de la enzima, que tie-
ne como estructura esquelética minima una estructurs

de la férmula:
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en la cual X es un grupo de enlace, A es una enzima,

el ox{geno estd ligado a una o més de las posiciones
15 orto, meta o beta para proveer una o més funcionalida~

des oxi y las valencias restantes son satisfechespor

carbono, hidrégeno, nitrégeno y oxfgeno, y A tiene un

fu_;L nimero de ligendos en la gama de 1 haste el peso mole-

cular de A dividido entrs 2000.

20 258,~ Método segin la reivindidacidén 24e,

caracterizado porque el ligando enlazado a uns enzima

tiene la férmula:

ié5
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en la cual cualquiera de los grupos W es -XK-AX, o un
H de cualquiera de los grupos W esté reemplazado por
-X*_A¥, on donde X* es un enlace o grupo de enlace y
A* es una enzima, enlazada-en un sitio que no sea su
sitio reactivo, teniendo A™ un nfmero de ligandos en
la gama de 1 hasta el peso molecular de A dividido
entre 2;000; j W' es hidrégeno o hidrocarburo de 1 &
8 &tomos de carbono; W2 es hidrdgeno; w3 es hidrégeno;
W es hidrégeno o, tomado junto con W3 un radicel di-
valente de 3 a 6 4tomos de carbono y de O a 2 4tomos
de oxfgeno, que forma un anillo carbociclico de 6 mien-
bros con la cadena de carbono a la cual estén enlaza~-
dos; WP es hidrégeno o hidroxilo; w6 es nidrégeno, hi-
droxilo o, tomado junto con W5 es oxi; W7 es hidrdge-

no o metilo; W8 es hidrdgeno o hidroxilo; WS es hidrd-
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geno, hidroxilo, aciloxi de 1 a 6 4tomos de carbono,
hidrocarbiloxi de 1 a 3 Atomos de carbono, 2-(N-mor-
folino)etoxi y glucuronilo; y woe es hidrdgeno.
262,~ Método segin la reivindicacién 248,
caracterizedo porque el ligando enlazado & una enzi-

ma tiene la férmula:

0-1 sitio de insaturacidn etilénica

en donde cualquiera de los grupos W es -Xx-Ax, o un
H de cualquiera de los grupos W estd reemplazado por
-Xg-Aﬁ, en donde X* es un enlace o un grupo de enla-
ce y A% es una enziua enlazada en un sitio que nho sea
su sitio reactivo, teniendo A* un nfmero de ligandos
en la gawa 6e 1 hasta el peso molecular de A% Qivi-
dido entre 2000; y W1' es alquilo de 1 a 3 &tomos de
4

carbono; W' es hidrégeno, hidroxi, oxo o acetoxi;
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w' es hidrégeno o hidroxilo; W6” es hidrégeno; hidro-
xilo, o tomados junto con W' es oxi (~0-); 3 W' oes
hidroxi o alcoxi de 1 a 3 Atomos de carbono,

273.- Método segln la reivindicaeién 18,
caracterizado porque el ligando es enlazedo a una enzi-
ma y el cual es metadona o un andlogo fisiomimético enla~
zado a través de un grupo de enlace & una enzime en un
sitio que no sea su sitio reactivo de la enzime, y el

cual tiene la siguiente férmulas:

o

1
W15 [:%?f; Wl3 wll
c
(lHZ)n

| /

G 4

\;3 N\

[ n
wi7

w4

en donde: cualquiera de los grupos W es -XK-Aﬁ, o un
H de cuslquiera de los grupos W esté4 reemplazado por

-x*-A¥, en donde X* es un enlace o un grupo de enla-
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ce, ¥ A®¥ es una enzima, enlazada en un sitio que no

sea su sitio reactivo, teniendo un ndmero de ligandos
en la gema de 1 hasta el peso molecular de A¥ dividi-
do entre 2000; ynes 0 6 1; m es 2 6 3; Wlo es hidré-

geno; Wl1 y le

son hidrégeno, alquilo de 1 a 3 4tomos
de carbono o pueden ser tomados juntos pars formar un
anillo de 6 wiembros con el &tomo de nitrdgeno al cual
estén enlazados, teniendo de O-1 heterodtomos anula~
res que no sean el Atomo de nitrégeno; W13 es hidré-
geno o wetilo, siendo sélo uno de W13 metilo; Wit og
hidrdgeno; Wi es hidrégeno o hidroxilo; W16 es hidré-
geno, aclloxi de 1 a 3 Atomos de carbono o hidroxij;
v w7 e hidrégeno o alquilo de 1 a.3 Atomos de carbo-
no.

288,~ Nétodo. segin la reivindicacidn 278,
caracterizado porque el ligando enlazado & una enzi-

ma tiene la férmuls

13-5-75 - 158 - -
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Wl?' ¢ ¢ CH — CH N
]
W16' A EY

|
H-
[::;3 CH3—
wit

en donde cualquiera de los grupos W o un H de cualquie-
ra de los grupos W puede ser reemplszado por -X*—Ax,
en donde X*® es un enlace o un grupo de enlace y A% es
una enzima enlazada en un sitio que no sea su sitio
reactivo, teniendo un ndumero de ligandos en la gama
de 1 hasta el peso molecular de A* dividido entre 2000;
¥ 710’ ¥ w4 son hidrégeno; wil' ¥ wl2' son metilo
o son tomados junto con el 4tomos de nitrdgeno con el
cual estén enlazados; para formar un anillo morfoli-
no o piperidino; wio' ¥ w6' son hidrégeno, hidroxi
o acetoxi, siendo cuando menos uno hidroxi o acetoxij;
y W' es alquilo de 1 a 3 Atomos de carbono,

298,~ Wétodo segin la reivindidacidén 12, ca~

racterizado porque el ligando es enlazado a una enzima

13-5-75 - 159 -
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fenilalquil; W

y el cual es meperidina o un andlogo fisiomimdético enla~
zado a una enzima a través de un grupo de enlace en un
sitio que no sea el sitio reactivo de la enzima, y el

cual tiene la siguiente férmula:

W20

|
W21

en donde cualguiera de los grupos W es X pE 0 un

H de cualquiera de los grupos W es reemplazado por
XfLAx, en donde X® es un enlace o grupo de enlace y
A% o3 una enzima enlazade en un sitio que no sea su
sitio reactivo, teniendo un ndmero de ligandos en la
gama de 1 con el peso molecular de A® aividido entre
2000; y W2 es hidrégeno; wel og hidrégeno, alquilo
de 1 a 3 Atomos de carbono, fenilaminoalquil o amino-
22 es alcoxi de 1 a 3 4tomos de carbono;

2
yw 3 es hidrégeno o metilo,

30e.- Método segin le reivindicacidn 1le,
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caracterizado porque el ligando es enlazado a une enzi-
ma y el cual es dn metabolito de metadona o andlogo
fisiomimético enlazado a través de un grupo de enlace

a una enzima en un sitio que no sea su sitio reactivo

de la enzima, y el cual tiene la siguiente férmula:

g

g
AT
N7 .

l Vl5 L
Vvll "

w3t |

en donde cualquiera de los grupos W es -X*—A¥*, o un
H de cualquiera de los grupos W es reemplazado por
-X¥_a%, en donde X* es un enlace o grupo de enlace y
A% es una enzima, enlazada en un sitio que no sea su
gitio reactivo, teniendo un ndimero de ligandos en la
gama de 1 hasta el peso molecular de A¥* divigido

[ ]
entre 2000; y 4 es fenilo; W0'' es hidrdgeno; W' s

hidrégeno, metilo o una valencia libre unida con Wls";
w3'"' es nidrégeno o metilo; WX°'' es hidrdgeno, hidro-
xi, o tomado Jjunto con Wl5" forma un doble enlace; y

e
w7 es alquilo de 1 a 3 Atomos de carbono.

1
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312,.- Nétodo segin la reivindicacidn ls,
caracterizado porque el ligando es enlazado a ung
enzime y el cual es una difenilhidantoina enlazada
8 una enzima a travéds de un grupo de enlace en un
sitio que no sea su sitio reactivo ¥ que tiene la fér-~

aulas

@
wa-62 . \ w260

N

La

en la cual cualquiers de los grupos W es -X*-A*, o un
H de cualquiera de los grupoé W es reemplazado por
-X*-4%, on donde X* es un enlace o grupo de enlace y
A% o3 una enziva, enlazada en un sitio que no sesa su
sitio reactivo, teniendo un nfmero de ligandos en la
game de 1 hasta el peso moleculer de A% dividido entre
2000; y w260, L ; we62 Lo biardgeno.

328, - Método segdn 1a reivindicacidn 1g,
caracterizado porque el ligando es enlazado a uns enzi-

ma y el cuel es una catecolamina enlazads & una enzima
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a travds de un grupo de enlace en un sitio que no

es su sitio reactivo y tiene la férmula:

en la cual cualquiera de los grupos W es -X*-A¥, o un

- H cualquiersa de los grupos W estéd reemplazado por

~X*-A%, on donde X* és un enlace o grupo de enlace y
®
A es una enzima, elazade en un sitio que no sea su

gitio reactivo, teniendo un nimero de ligandos en la

gama de 1 hasta el peso molecular de A® dividido

30 es hidrdgeno o alquilo de 1 a 3 4to-

31

entre 2000; y W
mos de carbono; W-~ es hidrdégeno o alquilo de 1 a 3
&towos de carbono; W32 y w33 son hidrégeno; w4 o5 hi-
drégeno, hidroxi, dimetoxicarboxifenacil y dimetoxi~-

36

o ~ftalidil; W35 y W son hidrégeno o pueden ser to-
wados juntos con W3l para formar un enlace, siempre
¥y cuando que cuando W3; ¥y w35 son tomados juntos para

formar un enlace, cada par de w32 vy W33 y de W30 y W36
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pueden ser tomados juntos pare formar un doble enlace;
W37 es hidrégeno o alcoxi de 1 & 3 Atomos de carbono;

y w38 y w39 son hidroxi o alcoxi de 1 a 3 4tomos de
carbono,

332,- Método segdn la reivindicacidn la,
caracterizado porque el ligando es enlazado 2 una enzi-
me y el cual es una epinefrina o un andlogo fisiomimé-
tico enlazado a una enzime a través de un grupo de enla-

ce en un sitio que no sea el sitio reactivo en la enzi-

ma y el cual tiene la férmula:

w3 (Wrz)z

|
i y—yi0

it
en la cual cualquiera de los grupos W es -X -A%, o un

H de cualquiera de los grupos W es reemplazado por
—XK—As, en donde X es un enlace o grupo de enlace y
A* es una enzima, enlazada en un sitio que no sea su
sitio reactivo, teniendo un ndmero de ligandos en la
gama de 1 hasta el peso molecular de A¥ dividido entre
2000; y W4o Ng w* son hidrégeno o alquilo de 1 a 3 &to=-

mos de carbono; W42 es igual o diferente y es hidrdge-

no, alquilo de 1 a 3 &tomos de carbono o carboxi, o un
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w42 puede ser tomado junto con w4l para formar un ani-
1io de piperidinaj w43 es hidrégeno, hidroxilo o car-
boximetilo, y W4 y w*? son nidrégeno, hidroxilo o
alcoxilo de 1 a 3 &tomos de carbono,

348,~ Método seglin la reivindidacién 12, ca-
cacterizado porque el ligando es enlazado & una enzi-
ma y el cual es un barbiturato enlazado a una enzima
a través de un grupo de enlace en un sitio que no sea
el sitio reactivo en la enzima, y que tiene la férmu-

la:
WO

|
"T L m
WS/V 52

0

en donde cunalquiera de los grupos W es XE X o m
de cualquiera de los grupos W es reemplazado por
-X*—Ax, en donde Xx 88 uh enlace o grupo de enlace y
A* es una enzima, enlazada en un sitio que no sea su
gitio reactivo, teniendo un ndmero de ligandos en la
game de 1 hasta el psso moleculsr de 2* dividido entre
2000; y W0 o5 hidrdgeno, alquilo de 1 a 3 &tomos

52

de carbono o catidén de metal alcalino;‘w51 y W son
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hidrégeno, alquilo, alquehilo, cicloalquilo, cicloal-
quenilo o hidrocarburo arilo de no mis de 8 dtomos de
carbono; w3 es hidrégeno o catién de metal alcalino;
¥y W54 es oxigeno o azufre.

358.~ Método segln la reivindicacidn 18,
caracterizado porque el ligando es enlazado a una enzima
¥ el cual es cocafna o un compuesto relativo enlazado
@ uha enziua a través de un grupo de enlace en un si-
tio que no sea el sitio reactivo de la enzima, y el

cual ‘tiene la férmula:

cHCOWS 6

CH; !
N-w57 CH-0W5 6

CH,  —~ —CH

en la cual cualquiera de los grupos W es -X*-p% o un
H de cualquiera de los grupos W es reemplazado por
-XK-AK, en donde X* es un enlace o grupo de enlace ¥y
A% es una enzime, enlazada en un sitio que no ses sy
sitio reactivo, teniendo un ndmero de ligandos en la
gaua de 1 hasta el peso molecular de A¥ dividido entres
2000; y w22 es hidroxi, metoxi y amino; W56 es hi-

drégeno o benzoilo; ¥ w7 eg hidrégeno o alquilo de
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1 a 3 &tomos de carbono.

368,~ Método segin la feivindicaci6n la,
caracterizado porque el ligando es enlazado a una
enzima y el cual es un esteroide de 18 a 27 &tomos
de carbono y tiene de 1 a 6 funcionalidades que con~
tienen ox{geno y esté enlazado a una enzima a través
de un grupo de enlace en un sitio que no sea el si-
tio reactivo de la enzimg y el cual tiene una estruc-

tura esqueldtica winima de la féraula:

- _

/T —X-A

L N

en donde X es un enlace 0 un grupo estable de enlace,
¥ Z representa de 1 a 2 grupos, uno de los cuales es
hidroxi, oxo, hidrocarburo alifético de 1 a 8 &4tomos
de carbono o un grupo alifético oxigenado que tenga
de 1 a 8 4tomos de carbono y de 1 a 3 &tomos de ox{-
geno, y A es una enzima enlazada a X en un lugar que
no sea el sitio reactivo de esa enzima, teniendo A un

nimero de ligandos en la gama de 1 haste el peso mole~
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cular de A dividido entre 2000.
372.~ Método segin la reivindicacién 368,
caracterizado porgue el ligando enlazaedo a una enzi-

ma es un andrégeno de la férmula:

W6© W61
J6 6

W

wo4d wey
O-1 sitio de insaturaci é4n etilénica

en la cual cualquiera de los grupos W es -XKQAE, ¥y un
H de cualquiera de los grupos W es reemplazado por
-Xx-A¥, en donde X* es un enlace 0 un grupo de enlace
N4 A* o3 una enzime, enlazade en un sitio que no sea
su sitio reactivo, teniendo un ndmero de ligandos en
la gama de 1 hasta el peso molecular de Ai dividido
entre 2000 y w00 es hidrdgeno o hidroxilo; Wbl o5 hi-

62 v w3 son hidrégeno

60-63

drégeno, metilo o hidroxilo; W

0 hidroxilo, y cuando menos uno de W

lo; w64 64

es hidroxi-
es hidrdgeno o dos W ' puseden ser tomados june=

tos para former un enlace doble; W65 es metilo y W66
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es hidrégeno.
38e.~ Método segin la reivindicacidn 368,
caracterizado porque el ligando enlazado a una enzi-

wa es un estrégeno de la férmulas

wi0 w71
w75 X_ E
0-1 sitio de insaturacién
etilénica
w7 Wﬂ4

(w 4)2

en donde cualquiera de los grupos W es —Xiikx, 0 un

H de cualquiera de los grupos W es reemplazado por
-X*—A?, en donde X;E es un enlace o un grupo de enla-
ce y A® es una enzima, enlazada en un sitio que no
gee su sitio reactivo, teniendo un ndmero de ligandos
en la gama de 1 hasta el peso molecular de A dividi-
do entre 2000; y W10 og hidrégeno o hidroxilo; W71 es
hidrégeno, etinilo o hidroxilo; W72 es hidrdgeno o hi-
droxilos W73 es hidroxilo o alcoxilo de 1 a 3 Atomos
de carbono; W4 eg hidrdgeno o dos w4 pueden ser

tomados juntos para formar un doble enlace; y W75 es

13-5-75 - 169 -



10

15

2

hidrdgeno,
398.~ Método segin la reivindicacidn 368,
caracterizado porque el ligando enlazado a una enzi-

ma es un gestégeno de la férmula:

X X
en la cual cualquiera de los grupos W es -X -A ,.0 un

H de cualquiera de los grupos W es reemplazado por
-X*—Ax, en donde Xx s un enlace o grupo de enlace ¥y
A? €S una enzima, enlazada en un sitio que no sea su
sitio reactivo, teniendo un ndmero de ligandos en la
geme de 1 hasta el peso molecular de A¥ dividida entre
2000; W8O"84 son hidrégeno o hidroxilo, siendo por lo

menos dos, hidroxilo; W85 son hidrégeno o se pueden
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tomar dos W85 Juntos pars formar un doble enlace.

402,- Método segin la reivindicacidn 368,

caracterizado porgue el ligando enlazado a una enzi-

wa es un corticosteroide de la férmula:

-1 sitios de insaturacidn etilénica

en donde cualquiera de los grupos W es QX*-AX, 0 un

H de cualquiera de los grupos W es reemplazado por

~X*-A%, en donde X* es un enlace o grupo de enlace y

A% es una enzima enlazada en un sitio que no sea su

sitio reactivo, teniendo un nimero de ligandos en la

x
gama de 1 hasta el peso molecular de A dividido entre

2000; y wJ0=-97 son hidrégeno o hidroxilo y por lo me-

8
nos dos de ellos son hidroxilo; W9

es wetilo o for-

wilo} y W99 es hidrégeno o dos W99 puede ser tomados

13-5=75
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Jjuntos para formar un doble enlace.
418,- Método segin la reivindicacidén 368,
caracterizado porque el ligando enlazado a una enzi-

ma es una sapogenina de la férumula:

en donde cualquiera de los grupos W es -X#-Ax, 0 un
H de cualquiers de los grupos W esti reemplazado por
—X“—A*, en donde X* es un enlace o grupo de enlace y
A* es una enziwa, enlazada en un sitio que no sea su
sitio reactivo, ieniendo un nfmero de ligandos en la
gama de 1 hasta el peso molecular de A¥® dividido entre
20003 ¥y Wal, Waz, Wa3, son hidrégeno o hidroxile, y
por lo menos uno es hidroxilo.

428,- Método segin la reivindicacidn 18,
caracterizado porque el ligando es enlazado a una

enzima y el cual es un cannabinolo compuesto relacio-
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nado enlazado a una enzima a través de un grupo de
enlace en un sitio que no sea el sitio reactivo de

la enzima, y el cual tiene la férmula:

WalO

13

-3 sitios de insaturacidn

etilénica

en donde cualquiera de los grupos W es -X*—Ax, 0 un
H de cualquiera de los grupos W es reemplazado por
-X#—Ax, en donde X* es un enlace 0 grupo de enlace y
A* es una enéima, enlazada en un sitio gue no sea su
gitio reactivo, feniendo un nimero de ligandos en la
gama de 1 hasta el peso molecular de A§£ dividido entre
2000; y wall og hidrdgeno carboxilo; well o5 hi-
droxilo; walQ es hidrdgeno; wald g pentilo; Wal4 es
wmetilo; y wel5 os metilo o carboxi.

438,- Método segin la reivindicacién 1le,
caracterizado porque el ligando es enlazado & una

enzima y el cual es une prostaglandina enlazada &
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una enziwa a través de un grupo de enlace en un si-
tio que no ses el gitio reactivo de la enzima, y el

cuaal tiene la férmula:

waz O0-1 sitio de ingaturacibn etilénica

5 9—11

We2l Wa22  Nogn 0_10-cOWE24

en donde cualquiera de los grupos W es -Xxkﬁx, o un

H de cualquiera de los grupos W es reemplazado por
-XK-AF, en donde X~ es un enlace o grupo de enlace ¥y
A* es unsa enzima, enlazada en un sitio que no sea su
sitio reactivo, teniendo un ndmero de ligandos en la
gama de 1 hasta el peso molecular de Aa'E dividido entre
2000; y w820-823 gon hidrégeno o hidroxilo, sien-

do cuando wenos uno hidroxilo; y Wa24 es hidroxilo,
amino o un grupo oxi de 1 a 6 4tomos de carbono.

448.- Método segin la reivindicacién 1e,

caracterizado porque el ligando es enlazado a una

enziag y el cual es un meprobamato o compuesto rela-

tivo enlazado a una enzima a travéds de un grupo de
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enlace en un sitio que no sea el sitio reactivo de

le enzime, y el cual tiene la férmula:

C.H

‘3 7 o

9}

“ l

Wass cOCH 5 ¢ CB—q —— 226
CH3

en donde cualquiera de los grupos W es -X*LAX, 0 un

H de cualquiera de los grupos W es reemplazado por
-Xx-Ax, en donde x> es un enlace o grupo de enlace y
Ax es una enzima enlazada en un sitio que no sea su
sitio reactivo, teniendo un nﬁmero de ligandos en la
geme de 1 hasts el peso molecular de A¥ dividido entre
2000; y W25 y w226 gon amino,

458,- Método segin la reivindicacidn 1a,
caracterizado porque el ligando es enlazado a una
enzima y el cual es un tranguilizador que tenga una
funcionalidad benzodiazocicloheptano o compuesto rela~
cionado enlazado a una enzima a través de un grupo
de enlace en un sitio que no sea el sitio reactivo

de la enzima, y el cual tiene la férmula:
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a30

| .
N ‘\>>/’Wa34
iy
wa3bé
a35

3%
en donde cualquiera de los grupos W es x4 o un

H de cualquiera de los grupos W es reemplazado por
-Xx—As, en donde x* es un grupo de enlace o un enla-
ce, ¥y A* es una enzime enlazade en un sitio que no

sea su sitio reactivo, teniendo un nfmerc de ligandos
en la gama de 1 hasta el peso molecular de A® divi—
dido entre 2000; y W&30 y w835 gop hidrégeno; Wt

es hidrégeno, alquilo inferior de 1 & 3 4tomos de car—
bono o puede ser tomado junto con Wa’32 pere formar un
enlace doble entre los &tomos de carbono ¥y de nitrd-
geno; W333 es amino o alquilamino inferior de 1 g 3

&tomos de carbono o puede ser tomado junto con W332
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e,

para formar un carbonilo; W34 es hidrégeno o hidro-
xilo; ¥y Wa36 eés 0x1l o un par de electrones no compar-
tidos.

462.- Método segin la reivindicacidn ls,
caracterizado porque el ligando es enlazado & una
enzima y el cual es un tranquilizador que tenga une
funcionglidad fenotiazina o compuestos relacionados
enlazados a una enzima a través de un grupo de enlace
en un sitio que no ses el sitio reactivo de lg enzi-

wa, el cual tiene la férumula:

ya43 a42
S
l V7
S
Wa4l
w240

en donde cualquiera de los grupos W es -X-aa¥ o.un

H de cualquiera de los grupos W es reemplazado por
-Xx-A‘, en donde X* es un enlace o grupo de enlace y
A* es una enzima, enlazada en un sitio que no sea su
sitio reactivo, teniendo un ndimero de ligandos en la
gema de 1 hasta el peso molecular de A® dividido entre

2000; Wa40 g hidrégeno, alquilo de 1 a 6 &tomos
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de carbono, dialquilaminoalquil de 4 2 8 &tomos de
carbono, N-hidroxialquil, N'piperazinoalquil, en don~
de el alquilo tiene de 2 a 3 4tomos de carbono, N-al-
quil, K'-piperazinoalquil, en donde el alquilo tiene
de 1 a 3 &tomos de carbono y 2-(N~-alquil)-piperidinil-
alquil, en donde el alquilo tiene de 1 & 3 4tomos de
carbono, habiendo cuando menos 2 4tomos de carbono
entre los heterodtomos; wetl o5 hidrégeno,. cloro, tri-
fluorowmetil, alquilmercaéto de 1 a 3 &tomos de carbo-
no o acilo de 1 a 3 Atomos de carbono; y Wa42 y wa43
son hidrégeno.

478,~ Método segin la reivindicacidn le,
caracterizado porque el ligando es enlazado a uns enzi-
wa y el cual es una serotonina o compuesto relaciona~
do, el cual es 3-(2'—aminoetil)—s-hidroxiindolo, en
donde uno de los hidrégenos de los grupos amino o el
hidroxilo de los grupos de los grupos carboxilo puede
ger reemplazado por —X*—Ax, en donde X¥ es un enlace
0 un grupo de enlace, y Ase €s una enziwma enlazeda en
un sitio que no sea su sitio reactivo, teniendo un
nimero de ligandos en la gema de 1 hasts el peso mole-
cular de A® dividido entre 2000.

488,~ Nétodo segfn la reivindicacidn ls,
caracterizado porque el ligando es enlazado a ung enzi-

ma y el cual es glutetimida o compuesto relacionado
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enlazado e una enzima a través de un grupo de enlace
de un sitio que no sea el sitio reactivo de la enzi-

me, y el cual tiene la férmula:

WaBO

l aSl

TIAZ

w202

en la cual cualquiera de los grupos W es -X?LA?, o un
H de cuélquiéra de los grupos W es reemplazado por
-X*-A*, en donde X* es un enlace o grupo de enlece y
A% es una enzima enlazada en un sitio que no sea su
sitio reactivo; teniendo un ndmero de ligandos en la
gema de 1 haste el peso wolecular de A¥ dividido entre

2000; W80 y w23l gon hidrégeno; y 5292

es alqui-
lo inferior de 1 a 3 4tomos de carbono.

49¢,~ Nétodo segln cualesquiera de las rei-
vindicaciones 248, 258, 272, 338, 34s2, 358 § 362, carac-
Yerizado porque la enzima esrlisozima, amilasa, pero-
xidasa, dehidrogenas@ del wmanitol l-fosfato, dehidro-

genase del malsto, fg-glucoronidasa, celulasa o fos-
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folipasa.

508,~ Método segin cuelgquiera de las reivin-
dicaciones 248, 258, 278, 338, 348 § 358, caracteri-
zado porque ls enzime es lisozima, amilasa, peroxidae-
sa o dehidrogenasa del malato,

518,~ Método mejorado para determinar la
presencia de compuestos biolégicamente activos emplean-—
do una enzime modificada.

Tal y como se ha descrito en la lMemoria que
entecede y con los fines que se han especificado.

Esta lMemoris consta de ciento ochenta hoijas

escrites a méquina por una sola de sus caras,

ladrid, 16 MAYD 1975

Alberio ue miavwuid
ue flevwuie

P. —A' Por Vodes, " A
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