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Para que produzca sus efectos caracteristicos deseado?,
una droga farmacologicamente activa debe estar presente en con-
centraciones adecuadas en sus puntos de accidn. La concentra-
cidn de una droga in vivo no solo es una funcidn de la cantidad
de droga administrada, sino también una funcidén del grado y
velocidad de su adsorcidn, distribucidn, ligacidén en los teji-~
dos, bidtransformacidn y excrecibn. Con el fin de determinar
1a dosis adecuada para lograr eficacia terapéutica, es necesa-
rio determinar el nivel de la droga en un fluido fisioclégico,

por ejemplo, sangre u orina.

La determinacidn de drogas puede llevarse a cabo por
diversas técnicas, incluyendo fluorometria, cromatografia gas-—
1iquido, espectroscopia de masa y analisis de ligacién de pro-
teina competitivos ("inmuncanilisis"). La técnica de inmuno-
analisis para la determinacidén del nivel de droga en fluidos
fisiologicos a llegado a utilizarse cada vez mis para una am-
plia variedad de drogas, debido a que tales técnicas son extre-
madamente sensibles, especificas y tecnicamente adaptables al
procesado de muestras quimicas. Las técnicas de inmunoanédlisis
implican el empleo de anticuerpos que son especificos a la
droga, es deéir, que se unen con alta afinidad a la droga, pero
no se unen, o lo hacen debilmente, con drogas y metabolitos re-

lacionados que pueden estar presentes en el fluido fisioldgico.

Un hapteno se define como una pequefia molécula gue
por si mismo no puede estimular la produccidn de anticuerpos,
pero.puede estimular la produccidn de anticuerpos cuando se
combina con un vehiculo o soporte inmunogénico. El estado de la
técnica para la preparacidn de anticuerpos a haptenos, tales
como drogas, es representado por Weinryb et, al., brug Metabo- '
lism Reviews, 10(2): 271 (1979); Playfair et. al., Br. Med. ggll!
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30:24 (1974); Broughton et. al., Clin. Chem., 22/6:726 (1976);
y Butler, J. Immunol. Meth., 7:1 (1975).

Un tipo de droga que puede ser analizado por dichas

técnicas es propanclol.

Bl propanolol es un inhibidor P -adrenérgico de £ér-

mala:

0K CHy
OCH,, -CH-CH,, -NH-CH

El propanolol se utiliza ampliamente en la terapia
de numerosos desbdrdenes, incluyendo hipertensidn, perturbacio-
nes del ritmo cardiaco, angina de pecho e hipertiroidismo. Se
ha encontrado que la variabilidad individual en el nivel de
propanolol presente en el plasma, incluse a los mismos niveles
de dosificacidn, es comin. Igualmente, existe una gran varia-
bilidad en el grado en el cual la droga es metabolizada en el j
higado. Por tanto, no siempre es posible predecir la concentra-
cidn de plasma o el efecto de propanoclol después de administrar
una dosis particular. Debido a estos factores, la técnica de
inmunoan&lisis ha resultado ser un método clinicamente ftil

para determinar niveles de propanoclol en el sistema circula-

torio.

La patente USA No. 4.026.879 estd relacionada con
un inmundgeno de propanclol que es propanolol acoplado en el
grupo hidroxilo a través de un brazo de puente a wn material

de soporte inmunogénico. El inmundgeno reivindicado tiene la

estructura:
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0-C(CH,)_-C-soporte inmunogénico
| "
O”CL-Z‘CL "CHZ 'LI..,"C" (CL.B) 2

La patente USA No. 4.070.492 esti relacionada con
un anticuerpo de propanolol preparado por inyeccidn a un animal
anfitridn del inmundgenc reivindicado en la patente UsA No.

4,026.879.
La patente USA 4.241.177 esti dirigida a un inmund-

geno de propanolol que es el propanolol acoplado en el nitrod-
geno aminico a través de un brazo de puente (R) a un material
soporte inmuncgénico. Los inmundgenos reivindicados tienen 1la

estructura:

Q-CH,-CE-CH,-N-R~ soporte inmunogénico

La presente invencidn proporciona reactivos para uti-
lizarse en inmunoanilisis de propanoclol. La invencibén incluye

al inmundgeno 3-(1-naftoxi)-2-hidroxipropilamina de férmula:

cH ,
{ i
O-CHO-CH~CH2-VH~R——-soporte |

9@ ’

\ —_— D !

en donde R es un grupo de enlace, €l soporte es un material

soporte inmunogénico y p es el promedio de 1 a 50 aproximada-
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mente; y el inmundgenoc icido 3-N7£-2-hidrbxi73—(1—naftoxi)-1—

propil/aminobutirico que tiene la forrmula:

.
o OH ?HB .%
-CHZ-&H-CHQ-NH-CH-CH94R'—O—-—Soporte
~N
-
- _

Tny

en donde R' es una mitad alquileno, alquenileno o fenileno que

tiene de 1 a 12 atomos de carbono.

La invencidn incluye también anticuerpos preparados
contra los inmundgenocs anteriores; un conjugado marcado de
4cido 3-N-/2-hidroxi-3-(1-naftoxi)-1-propil/amincbutirico; in-
termediarios utilizados en la sintesis de los immundgenos ante-
riores; un método de inmunoanilisis; un equipo de analisis y

un dispositivo de analisis.

La presente invencidn se relaciona con un inmuno-
anilisis para propranolol, utilizando anticuerpos contra propa-
nolol que se preparan por inyeccidn, en un animal, de un inmn-
négeno que es un dgrivado de propanclol acoplado a un soporta
inmunogénico. El derivado de propanolol es 3-(1-naftoxi)-2-hi-
droxiproﬁilamina o acido 3—N<[§-hidroxi-3-(1-naftoxi)-1—propi;77

aminobutirico acoplado a un soporte inmunogénico.

El inmundgeno del hidroxipropilamina tiene la f£ér-

mala:

?H
o-CH24CH—CH7-NH-R—-Soporte

3
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en donde R, p y el soporte se definen como anteriormente. %
|
|
1

8l inmundgeno de Acido aminobutirico tiene la Fér-

mula:
AU
. - ?H Cd3 8
L O~CH2-CH-CHZ—NH-&H-CHZ-R'-C--—Soporte
\ ____.....J?

en donde R'y p y el soporte se definen como anteriormente.

Alternativamente, el intermediario se puede emplear
para formar conjugados marcados que sirven como los reactivos

detectables en inmuncandlisis de propanolol.

El material soporte inmunogénigo puede elegirse
entre aquellos convencionalmente conocidos. ZIn la mayoria de
10s casos serd una proteina o polipéptido, aunque similarmente
se pueden emplear otros materiales tales como carbohidratos,
polisaciridos, lipopolisaciridos, &cidos nucléicos y similares

de .suficiente tamafio e inmunogenicidad.

En su mayor parte, las proteinas y polipéptidos in-
munogénicas tendrén pesos moleculares de 5.000 a 10,000,000, %
con preferencia superiores 2 15.000 y mis generalmente superio—%
res a 50.000. En particular, las proteinas tomadas de una espe—-g
cie animal serin inmunogénicas cuando se introducen en la co-
rriente sanguinea de otra especie. Proteinas particularmente |
{itiles son alb@minas, globulinas, enzimas, hemocianinas, glute~
linas, proteinas que tienen constituyentes no proteinicos impox

tantes, por ejemplo, glicoproteinas, y similares. Las albluninas
l
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y globulinas de peso molecular entre 3.000 y 200.000 son parti-
cularmente preferidas. Otra referencia al estado de la técnica
relativo a los materiales soporte inmunogénicos y técnicas con-
vencionales para acoplar haptenos a los mismos, puede ser:

Parker, Radioimmumoassay of Biolegically Active Compounds,

Prentice-Hall (Englewood Cliffs, New Jersey USA, 1976); Butler,
J._Immunol. Meth., 7:1 (1975); Weinryb y Shroff, Drug Metab.

Rev., 10(2): 271 (1979): Broughton y Strong, Clin. Chem.,
22(6): 726 (1976); y Playfair, et. al., Br. Med. Bull., 30:24
(1974)9

La designacidn ? se refiere al nlmero promedio de
residuos propanolol conjugados al soporte. El nimero p es a ve-
ces denominados como la densidad epitdpica del inmundgeno y en
1a situacibn usual serid como un promedioc, de 1 a 50, més normal-
mente, de 1 a 25 aproximadamente, Las densidad epitdpicas opti-
mas, considerando la facilidad y reproducibilidad de sintesis
del inmundgeno y respuesta de anticuerpo, serin de 2 a 20, mis

normalmente de 5 a 15 aproximadamente,

La hidroxipropilamina puede acoplarse al soporte
inmunogénico a través de un grupo de enlace R por técnicas tien
conocidas. Por ejemplo, el grupo amino de la mitad droga puede
unirse a soportes inmunogénicos conteniendo grupos amino, tal
como proteinas, por reactivos difuncionales tal como toluenc-

2,4~diisocianato /C. H. W, Hirs y S. N. Timasheff, Methods in

Enzymol., 25 (Parte B):625 (1972)]; 4,4t ~difluor-3,3'~dinitro-
difenilsulfona [?. Cuatrecasas, ;t al., J. Biol. Chem., 244:406
(1969L7; glutaraldehido /L. A. Frohman, et. al., Endocrinol.,
87:1055 (1970)/; bis-imidoésteres /a. button, et. al., Biochenm.
Biophys. Res. Comm., 23:730 (1966)/; & clorotriazina /G. Xay

y B. M. Crbok, Nature, 216:514 (1967l7'
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Alternativamente, el grupo amino de la hidroxipropig
l

amina puede acoplarse a funciones carboxilo presentes en el so- |
porte mediante reacciones formadoras de enlaces péptidos conveni
cionales, tal y como se describe en "Peptides" ed. Goodman y |
Meienhofer, John Wiley & Sons, (New York, 1977) p. & et seq.
Adicionalmente, se puede introducir un grupo tiol en el deriva-
do de droga por reaccidn del grupo amino con N-succimidil~3-(2-

-

piridilditio)propionato /J. Carlsson, et. al., Biochem. J.,

173:723 (1978L7 y acoplarse este al soporte conteniendo tiol me-

diante la reaccidén de intercambio de disulfuros /Martin, et. alﬁ

Biochem., 20:4229 (1981J7.

El acido aminobutirico puede unirse directaments al
soporte inmundgeno por técnicas ya conocidas. Por ejemplo, el
dcido aminobutirico puede acoplarse a soportes inmundgenos a
través de reacciones convencionales formadoras de enlaces Dép-

tidos (Goodman y Meienhofer, supra).

Alternativamente, la unidn al soporte puede impli-
car el empleo de un "separador" R!', como mis abajo se describe,

en donde R' puede ser de 1 a 12 &tomos de carbono.
Cuando R' es alquileno, se puede emplear una reac-
cidn de alquilacidn reductiva. E1 compuesto

- OH

s

!
Q-CHZ-CH-CAZ-NHZ

se puede hacer reaccionar con un acido cetoalcanbdico adecuado.
Por ejemplo, la amina anterior y el &cido 7-ceto octandico
/0, wallach, Ann., 345:141 (1906)/, en presencia de cianoboro-

nidruro sédico /XR. ®. Borch, et al, . Amer. Chem, Soc.,
’ "3

$3:2897 (1971)/ reaccionarén para dar
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| 0-CH,-CH-CH,-NH-CH-CE, {CE,} ,COOH

el cual puede unirse a los soportes conteniendo amina mediante

reacciones formadoras de enmlaces péptidos convencionales.

Cuando R! es alquenileno, la sintesis anterior pueds
modificarse para dar un grupo de enlace alquenileno mediante
sustitucidn del acmmscetoalquen01copor un acido cetoalcandico.
Por ejemplo, el empleo de acido S-oxo-2=-decendico [M. Barbier,

et al., Compt. Remdu. 251:1135 (1960)/ en la reaccidn de alqui-

lacidn reductiva anterior proporcionard

?H "HB
O-CH2 -CH-CH,~NH- CH an\ H 4 CH=CH-COOH

el cual se puede unir a polimeros conteniendo amina.

2

Cuando R! es fenileno, se pueden modifigar leos
ejemplos anteriores sustituyendo los &cidos cetoalcandicos o
cetoalquehéicos con el cetoicido aromitico adecuado. Por ajem— |
plo, el compuesto amino puede ser alquilado reductivamentz con f
4~/2-(3-carboxipropil) fenil/-2-butanona /R. T. Buckler, et al., |

European J. Med. Chem., 12:465 (1977)/ para dar wn derivado

de propanolol carboxilo-funcionalizado que contiene un grupo fe-

nileno en el brazo de enlace

P g

Oh CF )

|
§
i
|
1
|
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cidn de anilisis reales.

Anticuerpos de propanolol
La preparacibén de anticuerpos especificos empleando

los presentes conjugados inmundgenos pueden seguir cualquier

técnica convencional. Se puede disponer de numorosos textos que
describen los aspectos FPundamentales de la inducidn de la forma-
cién de anticuerpos, por ejemplo, puede hacerse referencia a

Parker, Radioimmunoassay of Biologically Active Compounds,

Prentice-hall (Englewood Cliffs, New Jersey USA, 1976).

En el caso usual, un animal anfitridén, tal como un conejo,
cabra, ratdn, cobayo o caballc se inyecta en uno o mas de di-
versos sitios con el conjugado inmundgeno, normalmente en mezcla
con un adyuvante. Se efectuan otras inyecciones en el mismo si-
tio o en diferentes sitios a intervalos regulares o irregulares,
tomindose a continuacidn sangrias para evaluar el titulo de
anticuerpo hasta que se determina la consecucidn del titulo
dptimo. E1 animal anfitridén es sangrado para dar un volimen
adecuado de antisuero especifico. Cuando sea conveniente, se
pueden realizar etapas de purificacidn para separar material
indeseado tal como anticuerpos no especificos antes de conside-

rar el antisuero como adecuado para utilizarse en la realiza-—

Los anticuerpos se pueden obtener también medisnte

técnicas de hibridizacidén de células somlticas, siendo denomina-

dos generalmente tales anticuerpos como anticuerpos'monoclonalesr
Revisiones de tales técnicas de antiéuerpos monoclonales pueden '
encontrarse en Lymphocyte Hybridomas, ed. Melchers et al.,
Springer-Verlag (New York, 1978), Nature, 266:495 (1977),
Science, 208:652 (1980), y Methods in Enzymology, 73(B):3 (1981)%

Técnicas de inmunoanilisis

. . . N
Los anticuerpos preparados a partir de 3-(1-naftoxi):
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y acido 3-N-[§—hidroxi-3-(1—naftoxi)—1-propig7aminobutirico de
12 presente invencidn, se pueden utilizar en cualquier método
de inmunoanilisis y los correspondientes medios reactivos, para
determinar propranclol, incluyendo técnicas de aglutinacidn,
radioinmmoanilisis, inmunoanslisis de enzimas heterogeneas
(véase Patente ﬁSA 3.654.090), inmunoandiisis fluorescentes he-
terogéneos (véase Patentes USA Nos. 4.201.763;5 4.171.311;
4,133.639 ¥ 3.992.631) e inmunoanilisis homogéneos (separacidn-
menos). Bstos Gltimos son particularmente preferidos e incluyen
técnicas tales como enfriamiento o aumento de fluorescencia
(véase Patente USA 4.160.016), polarizacidn de Fluorescencia
[lvéase J. Exp. Med., 122:1029 (1965)/, inmmoandlisis marca-
dos con sustratos enzimiticos (véase Patente USA 4.279.992)

y Patente britinica 1.552.609), inmunocandlisis marcados con
grupos prostéticos (véase Patente USA 4.238.565), inmunoanéiisis
marcados con moduladores enzimiticos, por ejemplo empleanic
marcadores inhibidores (véase Patentes USA Nos. 4.134.752 y
4.273.866), inmunoanilisis marcados con enzimas (véase Patente
USA 3.817.837), inmunoanilisis de transferencia de energia
(véase patente USA 3.596,345), inmunoandlisis de fluorescencia

quimicamente excitada (véase Patente USA 4.238,195) e inmunc-

andlisis de impedimento estérico de doble anticuerpo (véase
Patentes USA 3.935.074 y 3.998.943).

Ademis, la hidroxipropilamina y el Acido amincbuti- |
rico de la presente invencidn se pueden emplear para preparar :
los donjugados marcados necesarios para llevar a cabo los di-

versos inmunoanalisis anteriormente descritos. Los derivados

adecuados pueden ser radiomarcados o marcados con mitades fluo-
rescentes de acuerdo con métodos convencionales. Similarmente,

1a mitad marcadora adecuada para las técnicas homogéneas prefe- !
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ridas, por ejemplo, un sustrato enzimitico, un grupo prostético,
un modulador enzimitico o un enzima (que es una proteina y puedé
acoplarse similarmente al scporte inmunogénico como antes se ha
descrito) puede acoplarse a la hidroxilpropilamina para dar con-

jugados marcados.

Un conjugado marcade preferido que implica al com-
puesto de acido aminobutirico es el siguiente: /d-galactosil-
umbeliferona ((’GU)-hidroxipropilamina-acido butirico que tiene

una mitad piperazina como grupo de enlace:

CH.,OH
KO
H
NH(CH,)3-ﬁi::::::::;g\\
9 CHy OH é&////,/

NH-C-CH,y~ CH-N4-CH, - CHCH,

Un conjugado marcado preferido que implica al com-

puesto de hidroxipropilamina es el siguiente compuestOIBGU§

o
4
é\
%
i
O
il
a9
I om
)
i
N
o)
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Los medios reactivos de la presente invencidn com-
prenden a la totalidad de los elementos quimicos esenciales re-
queridos para efectuwar un método de inmunoanilisis de propanoclol
deseado abarcado por la presente invencidn. El medio reactivo se
presenta en una forma comercialmente envasada, como una composi-
cién o mezcla en donde la compatibilidad de los reactivos permiti
i, en una configuracidn de dispositivo de andlisis o bien como
un equipo de anilisis, es decir una combinacibén envasada de uno
o mis recipientes, mantener a los reactivos necesarios. Inclui-
dos en los medios reactivos se encuentran los reactivos ade-
cuados para el sistema de reaccidn de ligacidn deseado, por
ejemplo, un anticuerpo y un conjugado marcado de la presente
invencidn. Desde luego, los medios reactivos pueden incluir otros
materiales como ya se han conocido en la técnica y que pueden ser
convenientes desde un punto de vista comercial ydel usuario,
tal como tampones, diluyentes, referencias y similares. En par—
ticular se prefiere un equipo de analisis para el inmunoanflisis
de ligacidn competitiva homogénea de la presente invencidn que
comprende (a) un anticuerpo de propanolol de la presente in-
vencidn y, (b) un conjugado de hidroxipropilamina marcado 7ue
tiene una propiedad detectable que es alterada cuando se liga
con el anticuerpo. También se prefiere un dispositivo de andlisis
que comprende una composicidn reactiva incluyendo un anticuerpo

de propanololde la presente invencidn y un conjugado de propano-

lol marcade que tiene una propiedad detectable que es altébada
cuando se liga con el anticuerpo, y un elemento soporte séiido
incorporado con la composicidn reactiva. Las diversas formas
de tal dispositivo de anilisis se describen en la solicitud de
patente USA No. de serie 202.378 presentada el 30 de octubre de

1980, y la cual se incorpora aqul unicamente como referencia.
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31 marcador especifico usado en el equipo de an2lisis y dispositi-
vo de andlisis preferidos dependeri de la técnica seguida, como
. . . t
anteriormente se ha descrito.

La presente invencidn seri ilustrada anhora, pero

no limitada, por los siguientes ejemplos.

EJEMPLO 1
A Preparacidén de 3-(1-naftoxi)-2-hidroxipropilamina

(NHPA)

Se refluyen durante 5 horas, 20 g (0,14 moles) de
1-naftol, 38,6 g (0,42 moles) de epiclorhidrina y 0,4 ml de
piperidina, tras lo cual se enfria a temperatura ambiente
(véase J.Chem. Soc., 1571, 1954). La mezcla de reaccidn se
evapora bajo presidn reducida para dar un aceite que se recibe
en 50 mL de CHCJ.3
adcido clorhidrico concentrade, La fase orgénica se separa, s2

y se agita durante 90 minutos-con 50 ml de

lava con agua, se lava con solucidn saturada de cloruro sddi-
co, se seca, se filtra y se evapora. Bl residuo se destila zva=-
porativamente para dar 25 g (rend@miento 72 %) de’la corres-—
pondiente clorohidrina como un aceite amarillo viscoso. Sste
aceite se disuelve en 150 ml de dimetilformamida seca (DMI),

se combina con 28 g (0,15 moles) de ftalimida potésica y a
reaccién se agita a reflujo durante un dia. El disolvente se

separa bajo presidén reducida y el residuo semisdlido se tri-

dos veces en etanol para dar 19 g (rendimiento 55 %) de 1<{1-naf-
toxi)=2-hidroxi-3-(N-ftalimida)propano como agujas blancas,
p.£f. 1542C.

Se refluye durante 4 horas, una solucidn de 15 ¢ 3
(43 mmoles) del ftalimidopropano obtenido anteriormente y '

20 ml de hidrazina al 80 % en 150 m1 de metanol. E1 disoclven- |
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te metanol se separa bajo presidn reducida y el residuo se
agita durante 10 minutos en 300 ml de hidrdxido sbddico 0,5 N.
51 material insoluble presente se filtra y se lava con agua.
£l material insoluble se resuspende en 3C0 ml de agua y se
agita durante 30 minutos. La Piltracidn y secado al aire pro-
porciona un sdlido que se recristaliza en tolueno para dar

6 g (rendimiento 64 %) de 3-(1-naftoxi)-2-hidroxipropilamina

como placas blancas, p.f. 1069C.

&

Anilisis: Calculado para C 3H NO_.: C, 71,8 H, 6,96; N, 6,45.

13 15 2
Encontrado: c, 71,98; H, 6,86; XN, 6,24.
B Preparacidn de inmundégeno de albimina de suero
bovino de 3-(1-naftoxi)-2-hidroxipropilamina y

anticuerpos al mismo

E1l NHPA preparado como se ha descrito en A anterior-
mente se acopla a albimina de suero bovino por el siguierte
procedimiento. Se mezcla una porcidén de 83 mg de la hidroxi?ro—
pilamina con 1o siguiente y se deja reposar a temperatura am-
biente durante un tiempo de 1,5 a 2 horas aproximadamente:

3 ml de metanol, 0,2 mL de trietilamina y 188 mg de dihidro-

cloruro de dimetiladipimidato.

El metanol disolvente se retira en vacio ¥y el re-

siduo se disuelve en 1 ml de metanol nuevo. Se afiaden gota

a gota 60 microlitros de esta solucidn a una solucidn agitada

conteniendo 100 mg de albiimina de suero bovino(Miles Labora-

tories, =lkhart, Indiana) en 3 ml de tampdn de pirofosfato so-

dico 0,2M, p.H 8,5. La mezcla se mantiene a temperatura am-

biente durante la noche y se cromatografia em una columna de
2,5 x 55 cm de Sephadex G 25 (Pharmacia Fine Chemicals) equi- |
librada con fosfato sbdico 0,1M, p.H 7. El primer miximo o

cresta de material eluido con absorbancia en 280 mm se recoge
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¥y se concentra por didlisis a presidn. E1 espectro de absorcidn
bptica de este material tiene méximos en 275 y 317 nm. Las
mediciones de absorbancia indican que aproximadamente 4 moles

de NHPA se ligan por mol de soporte proteinico, es decir,

p=d-

Los anticuerpos contra el inmundgeno se obtienen
mezclando entre si aproximadamente un miligramo del inmund-
geno de albimina de suero bovino NHPA preparado como se ha des-
crito en B anteriormente en 0,5 ml de tampdn de Ffosfato sé-
dico 0,1 M, p.H. 7, ¥y 0,5 ml de adyuvante de Freunds e inyec-
tando la mezcla subcutaneamente en un conejo. A intervalos de
cuatro semanas se administran inmunizaciones de refurzo., Una
vez alcanzado un titulo de anticuerpo Optimo, se sangra el
conejo para dar un volumen adecuado de antisuero especifico al

inmundgeno administrado.

o Preparacidén de conjugado marcado ( ff-galactosil-
umbel iferona-NHPA)

Una solucidén de 737 mg (2 mmoles) de &cido 7-5 -
galactosilcumarin-3-carboxilico y 202 mg (2 mmoles) de trie-
tilamina en 20 mi de DMF seca, se enfria a -102C mientras se
agita a una atmdsfera inerte. Se afiaden entonces, de uma sola
vez, 273 mg (2 mmoles) de cloroformato de isobutilo. Despﬁés
de agitar durante 20 minutos a -102C, se forma un precipitado
blanco de hidrocloruro de trietilamina, indicando la conver-
sibn del Acido al anhidrido mixto. Se combina con 631 mg
(3 mmoles) de la hidroxipropilamina preparada como se ha des-
crito en A anteriormente, se agita una hora a -102C, se deja
entonces calentar a temperatura ambiente y se agita durante 1
hora mis. La mezcla de reaccidn se diluye con 20 mi de DIF ¥

se affaden 8 g de gel de silice. E1 disolvente se retira bajo al

i

-

|
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to vacio y el gel de silice impregnado se coloca en la parte
superior de una columna de 200 g de gel de silice comstituida
en acetato de etilo. La columna se eluye con un gradiente de

1 litro de acetato de etilo a 1 1litro de etanol y se recogen
fracciones de 10 ml. Las fracciones 109 a 135 se combinan y
evaporan. El residuo se recristaliza en metancl para dar

450 mg (rendimiento 39%) del conjugado marcado deseado desig-
nado como pGU-NHPA, cristales de color canela, p.f. 200-2109C

(reblandecimiento gradual).

La eficacia del inmundgenc de alblmina de suero
bovino do 3-(1-naftoxi)-2-hidroxipropilamina preparado como se
ha descrito en B anteriormente, a la hora de producir anticuer-
pos, que son especificos a propanolol, se determina por el si-

guiente procedimiento.

Se llevan a cabo reacciones de ligacidn de anticuer-
pos en 3,05 ml de tampdn de N,N-bis-(2-hidroxietil)-glicina
0,05 M, suministrado comercialmente por Calbiochem-Behring,
LaJolla, California, bajo la designacidn registrada Bicine,

pH 8,5, conteniendo 0,016 % v/v de un detergente, por ejemvio,

monooleato de polioxietilensorbitin, disponible en el cowmercio

i
signacidn registrada Tween 20, y el conjugado marcado Preparado !

a partir de J. T. Baker, Phillipsburg, New Jersey, con la de-

como se ha descrito en C anteriormente a un nivel que propor—

ciona una abscrbancia de 0,00023 2 340 nm. Se afiaden varios vo~§
1limenes de antisuero obtenido como se ha descrito en B anterior@
mente, a mezclas de reaccidn adecuadas y luego se afiaden 0,05 mﬁ
de f-galactosidasa, 0,5 unidades por ml, 2 cada una de las mez-
clas de reaccidn. Una unidad de (d-galactosidasa hidroliza un L

micromol de (b>-D-galactosil-orto-microfenol por minuto a 259C.,
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Las reacciones se dejan reposar a temperatura ambiente durante
350 minutos y luego se registra la fluorescencia utilizando luz
de 400 nm para la excitacidn y de 450 nm para la emisidén. Du-
rante el procedimiento se efectuan controles con todos los reac-
tivos excepto con ﬂ~galactosidasa, para proporcionar los va-

lores de fluorescencia de base que son sustraidos de la fiuo-

rescencia medida para las reacciones. Los resultados se ofrecen

en la siguiente Tabla I.

TABLA I
Antisuero ul Fluorescencia neta
0 80
2 46
5 20
10 8
20 3

El conjugado marcado, es decir, [>GU-NHPA, sz diso-
cia por el encima ﬁhgalactosidasa para liberar un producto fluo-
rescente. Cuando se liga por anticuerpo a la hidroxipropilamina,

el conjugado se hace inactivo como sustrato para el enzima.

Por tanto, una disminucidén en el nivel de flucires-
cencia a medida que aumenta el nivel de antisuero (anticuerpos),
indica que los anticuerpos producidos por el inmundgeno se ligan

al conjugado marcado.

La relacidn anticuerpo~-fluorescencia mostrada en
l1a Tabla I anterior se emplea para establecer un inmnoanélisis
fluorescente marcado con sustrato (SLFIA) ﬁara propanolol, come
mas abajo se describe.

SLFIA

El SLFIA estd basadoc en la ligacidn competitiva
de anticuerpos a propanolol y conjugado marcaco, /3GU—hidroxi~
propilamina, es decir, (%GU-NHPA. Se preparan 1los siguientes

reactivos.




(€1

10

20

Reactivo anticuerpo/enzima

Se establecen reacciones de ligacidn competitiva
{tales como 1 ml) en una serie de cubetas conteniendo 50 mM
de tampdén glicina, pH 8,5, 0,016 % de monooleato detergente,
varios niveles de propanolol y N~3-(1-naftoxi)-2-hidroxipropil- |
7-{5-galactosil-cumarin»S-carboxamida, a un nivel que proporcio-F
ne una absorbancia de 0,00023 a 340 nm. A cada cubeta se afiaden
luego 10 microlitros de antisuero y se mezcla el contenido.
Se affade una porcidn de 50 ml de {3—galactosidasa {0,5 unidades/!
ml) y las reacciones se incuban a temperatura ambiente durante
30 minmutos. 30 minutos después de la adicidn del enzima a cada
cubeta, se registra la fluorescencia. Se establecen también con~
troles pefo sin el enzima; la Ffluorescencia medida para los con-
troles se sustrae de los valores para la correspondiente reaccidn

enzimltica.

Se obtienen los siguientes resultados de andlisis

mostrados a continuacidn en la Tabla II.

TABLA 11
Prop anolol Flucrescencia
en andlisis {nM) neta
0 S
32 12
158 28
604 49

El método de andlisis de ligacidn competitiva utili%
za la cantidad de ligacidn entre propanolol y anticuerpo (ab) ?
(para formar el conjugado Ab-propranolol) y la cantidad de 1iga~;
cibdn entre (HGU-NHPA y Ab (para Formar el conjugado Abf.(ﬁGU—NHPAé
S§i la cantidad de propranolol presente se puede emplear para de-
terminar la cantidad de alibio de inhibicidn de fluerescencia,
el sistema de anflisis es suficientemente sensible para medir 1a i

cantidad de propranclol presente en una muestra. Como se ilustrz |

<
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en la Tabla 2, a medida que aumenta la cantidad de propanolol,
se alibia la inhibicidén de Ffluorescencia por el antisuerc pre-—
sente y aumenta la cantidad de fluorescencia. De este modo, se
proporciona un andlisis para determinar la cantidad de propanolol

presente en una muestra, utilizando ios reactivos cde la presente

invencidn.
EJEMPLO 2
A, Preparacidn de &cido 3~N-Z§—hidroxi-3-(1~na3toxi)-1-pro-

pil/aminobutirico (NHAB)

Se agita a la temperatura de reflujo, bajo una at-

» T ., -
mbsfera de argon, durante 2 dias, una mezcla de 2,61 g (11 mmo-

les) de la clorchidrina preparada como en el ejemplo 1, A, 1,10 g
(11 mmoles) de &cido 3-aminobutirico suministrado por Aldrich Cher -

o3

Co. Milwaukee, Wisconsin, USA y 1,85 g (22 moles) de bicarbonato sodico

en 50 ml de etanol absoluto. A la mezcla de reaccidn se ailade

gel de silice 60, suministrado por B. Merck AG, Darmstadt, XFA,
20 g, v el disolvente se evapora bajo alto vaclo. 31 gel de si- !
lice impregnado se coloca en la parte superior de una columna de

300 g de gel de silice 60 preparado en etanol al 95 %. La croma—

tografia se desarrolla con 95 % de etanol y se recogen fracciones
de 20 ml., Las Fracciones 280 y 425 se combinan y se evaporan para

dar un aceite de color amarillo pilido. E1 aceite se disuelve en

una pequeffa cantidad de metanol y se deja reposar durante uina se-
mana a temperatura ambiente. E1 producto NHAB cristaliza en la |
solucidén y se recoge por filtracidn para dar 525 mg (15,7 % de
rendimiento) de un sdlido blanco que funde a 1962C.

c, 67,31;

Anilisis: Calculado para: 017521N04=
4, 6,98; N, 4,%62.
Encontrado: c, 66,88; H, 6,86; N, 4,61
Sspectro IR (KCl): 1600 c:m-'1 (C=0);
1580 cm | (C=0).
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3. Preparacidén de inmundgeno de albiimina de suero bovino de

dcido 3~N-/2-hidroxi-3-(naftoxi)-1-propil/aminobutirico

Bl producto NHAB preparado como en A anteriormente
se acopla a alblmina de suero bovino metilada por el siguiente

procedimiento (véase C. Bohoun, et al., Clin. Chim. acta, 57,

263 (1974). A 2 ml de una solucidn acuosa de 90 mg de alblmina
de suero bovino metilada (pH 5,5; 42C) /véase J. D. Mandell y

A. D. Hershey, Anal. Biochem, 1:66 (1960)/ se afiade una lechada

de 50 mg de hidrocloruro de 1~etil-3-(3~dimetilaminopropil) carbo-
diimida (sSigma Chemical Co., St. Louls, Missouri) como una lechal
da en una solucidn de 15 mg del derivado de 4cido carboxilico en
0,2 ml de DMF. Bl pH final se ajusta a 5,5 y la reaccidn se agi-
ta durante la noche en la oscuridad a 42C. Bl conjugado de
NHAB-immundgeno resultante se puede purificar por cromatografia
sobre Sepnadex G-25 como anteriormente se ha descrito para el

conjugado NHPA-inmundgeno.

Los anticuerpos contra el immndgenc pueden ser
elevados como anteriormente se ha descrito para el conjugado

NHPA~-inmundgeno, =jemplo 1, 3.

Opcionalmente, y como mis abajo se describe, se pue-

den emplear anticuerpos contra el inmundgeno del ejemplo 1,

C. Preparado del conjugado marcado ((3 -galactosil-umbeliferona-
NHAB)

Bl conjugado marcado se prepara de acuerdo con el

siguiente esquema, como a continuacidn se describe,
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CH,
TN - TN
N
HECH, ) 4N N{CIL, 3 ;NH,  + o _— (CH4) ,COCONH{CH, } ;N N¢CH, 3 NI,
— N —
CH, SCOOC(CH,4) 4
(1) (11) (1I1)
- NH cH
] 2 13
C1CH, CHOHCH, + CH., CHCH,, COOH —_— HOOCCH,, CHNHCIL, CIIOKCH,,

O ) (V1) i O

(IV)

J— CH
L CHOHC!
R-NHZ(CH2}3N N(CHQ)BNHCOCH2CHNHCH2 H ICAQO

(VII) R=(CH,),C0CO- : '<:>
(VIII) R=H
O om
HO
0 0__0
2
h = cool
(%) ¢
(IX) 0
K
H
CH,

N{CH i E 5 CHOHCH., O
CONH{CH, } 4N N{CH, ) JNHCOCH, UNHCH, 9
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1-(3~aminopropil) -4-{-terc~butoxicarbonilaminopropil)piperazina

Il

Una solucidn de 100 g (0,42 moles) de S-(4,6-dime-
tilpirimidin-2-il) tiolcarbonato de terc-butilo (II) suministrado

por Aldrich Chemical, en 400 ml de dioxano seco, se afiade a

temperatura ambiente, gota a gota, durante 6 horas, a una solucidn

de 182 g (0,91 moles) de 1,4-bis—(3-aminopropil)piperazina (I)
en 360 ml de dioxano. Despuds de agitar durante la hoche, la
reaccidn se filtra y se evapora para dar un aceite amarillo el
cual se disuelve en 2 litros de agua destilada y se aplica a una
columna de 90 cm x 5 cm de resina intercambladora de iones
Amberlite IRC-50 (forma NH4()). La columma se lava con 500 ml
de agua, y se eluye con un gradiente lineal de 2 litros de agua
a 2 litros de hidrdxido amdnico 0,5 M. Se recogen las fracciones
adecuadas y se evaporan para dar 65 g de la amina (III) como un

aceite de color amarillo claro.

Andlisis: Bspectro de masa (70 e.V.): m/e 301
[uE"_7; 201 fME T menos cooc(CE,) , 7.

1-/3-(terc-butoxicarbonilamino) propil/-4—//73~/73=/R~(1~-naftoxi-

2-hidroxipropil)aming/butiramido//propil///piperazina VII

Una mezcla de 909 mg (3 mmoles) de Acido 3=N-/3-(1~
naftoxi-2~-hidroxipropil/aminobutirico (VI) y 1,2 g (4 mmoles) de
1-(3—aminopropil)—4—(3—terc—butoxicarbonilaminopropil)piperazina_
(II1), se suspende en 35 ml de DMF seca y se enfria a -102C mien-
tras se agita bajo una atmdsfera inerte. Se affaden luego 908 mg
(3,3 mmoles) de difenilfosforilazida al 9§ %. Después de 15 ni-
nutos a -102C, la reaccidn se combina con 15 ¢ de 4cido silicico
y se sepéra»el disolvente en un evaperador rotativo unido a una !

bomba de vaclo. 51 adsorbente impregnado se coloca en la parte i
iy

superior de una colwana de 100 g de &cido silicico constituida
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La columna se eluye con un gradiente lineal de 2 litros ée etanol
al 95 % a 2 litros de etanol/bicarbonato de trietilamonio ACU050 |
1M 7:3 (v/v) y se recogen fracciones de 20 ml. Las fracciones
65 a 80 se recogen y evaporan para dar 650 mg (rendimiento 37%)

de la piperazina (VII) como un aceite claro.
1-/3-(7-(> galactosilcumarin~3-carboxamido) propil/-4-//73=//3=
/N-(1~-naftoxi-2-hidroxipropil) amino/butiramide//propil///pipera~

zina XI

El derivado terc-butoxicarbonilamino (VII) (645 ng,
1,7 mmol) se coloca en un matriz de 50 ml en forma de pera y se |
enfria a ~99C bajo una atmbsfera inerte. Se afiaden 20 mi de &aci-
do trifluoracético anhidro y la mezcla se agita a esta temperatu-
ra durante 3 horas., Al final de este tiempo, la solucidn se eva~
pora a 02C en un evaporador rotativo unido a una bomba dé vacio.
Queda asi la sal de &cido triflucracético de la amina (VIII) comg
un aceite de color rojo claro que no es caracterizado. Se reci-
be en 25 ml de agua y se ajusta el pH de la solucidén a 8 con so-

lucidén de hidrdéxido sbdico.

Se prepara una segunda solucidn disolviendo 410 mg

(1,1 mmoles) de 4cido 7-(3-galactosilcumarin-3-carboxilico (IX) !
/. F. Burd, et. al., Clin. Chem., 23(8): 1402 (1977)/ y 250 mg '
(2,2 mmoles) de N-hidroxisuccinimida en 15 ml de DMF seca. La
solucibén se enfria a -102C y se afladen 252 mg (1,2 mmoles) de

diciclohexilcarbodiimida. Se retira el bafio de enfriamiento y se

deja calentar el contenido del matridz a temperatura ambiente

y se agita durante un total de 3 horas.

i
LR

La solucidn acuosa de amina (VIII) (pH 8,0) se enfri

a 02C y la solucidn en DMF, conteniendo ahora al éster activadoe

JESRUROI \

(X), se aflade gota a gota a la misma durante 10 minutos. El pH s=

ajusta entonces a 7 con solucién de nidrdxido sbédico y se conti- |
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nua 12 agitacidn durante la noche a temperatura ambiente. Se
afiaden 15 g de acido silicico y el disolvente se retira bajo pre
sidn reducida. ©1 adsorbente impregnado se coloca en la parte
superior de una coluwmna de 100 g de 4cido silicico constituida
en etanol al 95 %. La columna se lava con 500 ml de este disol-
vente, se eluye luego con un gradiente lineal de 2 litros de
etanol al 95 % a 2 litros de etanol al 95 %/dicarbonato de tri-

etilamonio acuoso 1M 4:1 (v/v). Se recogen fracciones de 15 ml.

Las fraccicnes 35 a 60 se recogen y se evaporan para
dar 420 mg del conjugado XI como un cristal de color canela pa-
lido. Se recibe en 5 ml de metanol y se aplica a una columna de
Sephadex LE~20 (90 cm x 2,5 cm) equilibrada en metanol. La elu=—
cidn es con metanol (velocidad de flujo 1,3 mi/minuto) mientras

se recogen fracciones de 10 ml.

Las fracciones 30 a 39 se combinan, se evaporan y
se secan bajo alto vacio para dar 200 mg (rendimiento 19%) de

conjugado (XI) como un cristal de color canela palido.

andlisis: Calculado para la sal bis-carbonato
C45H61N5018: Cy 55,72} H, 6:3“‘1’; N, 7,22
Encontrado: c, 54,98; 2, 6,13; N, 7,00.

BEspectro de masa (desorcidn de campo): m/e 836 [ﬁ+,7;

+ . -
674 /M menos C, o0 7.

Rotacidn dptica: b= -32,62¢ (¢ 1,0, CHSOH).

Titulacidn de anticuerpo con XI

Se titula con XI el antisuero al conjugado de albi-
mina de suero bovino 3-(1-naftoxi)-2~hidroxipropilamina. Se uti-

liza una serie de cubetas con 3 ml de 50 mM de tampdn glicina,

PH §,5, y 0-15 microlitros de antisuero. A cada cubeta se afiaden .
100 microlitros de XI (absorbancia en 340 nm: C,011) en tampdn i

glicina con 0,003 % del detergente monoolezto ¥y se mezcla €l con-

o
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tenido. Se affaden 100 microlitros de [>~galactosidasa (c,005
unidades/ml) y las reacciones se incuban a temperatura ambiente
durante 20 minutos. Al final del periodo de incubacidn, se re-
gistra la fluorescencia utilizando luz de 400 nm para la excita-

cidn y de 450 nm para la emisidn.

Antisuero (ul) Fluorescencia neta
0 89
3 67
6 48
S 37
12 34
15 33

Estos resultados demuestran que la fluorescencia

disminuye a medida que aumenta el nivel de antisuero.

Andlisis de ligacidn competitiva empleando XI

_durante 20 minutos. Al final de este periodo de incubacidn, se

Se preparan los siguientes reactivos: reactivo
fluorogénico - XI (absorbanciz en 340 nm de 0,011) en tamudn
de 5 mM formato sbédico-acido fbérmico, pH 4,5, contenierndo
0,003 % de Tween 20. Reactivo de anticuerpo/enzima: pB-galacto-
sidasa (0,005 unidades/ml) y 10,8 microlitros de antisuero,/mi
de tampdn glicina 50 mM pH 8,5. Calibrador de propanmolol: un

microgramo de propanoclol por ml de tampdn glicina 50 mM, 2H 38,5.

Método de anilisis -

Se afiaden partes alicuotas de O a 100 microliiros
del calibrador de propanolol a una serie de cubetas conteniendo
3 ml de tampdn glicina 50 mM, pH 8,5. A cada cubeta se alade
100 microlitros del reactivo anticuerpo/enzima y se mezcla el g

|

contenido. Entonces se ajladen 100 microlitros del reactivo Eluo~4

rogénico y se dejan reposar las reacciones a temperatura ambient
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registra la fluorescencia.

Propanoclol ng/anilisis

0

5
10
20
40
80
100

Fluorescencia

neca

35
40
45
52
€3
70
70
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A medida que aumenta el nivel de propanolol, lo hace tambiénm la |

Pluorescencia, indicando que la droga y el compuesto azo compite ;

con respecto a los puntos de ligacidn de anticuerpo.

Descrita suficientemente la naturaleza del invento,
asi como la manera ce realizarse en la priactica, debe hacerse
constar que las disposiciones anteriormente indicadas son sus-

ceptibles de modificaciones de detalle en cuanto no alteren su

principio fundamental.
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REIVINDICACICNES

1.~ Procedimiento de inmuncanalisis pars determinar
propanolel en una cuestra de analisis, caracterizado porque
conprende las etapas de:

(a) forrar una mezela de reaccion, que tiene un pH
de 5-10 aproximadacente, y que ircluye una formé marceda de pre
pranolol que proporcicna una seifial 6ptica detectable, y un an-
ticuerpo a propanolol dirigido contra un conjugado inmunogeno

de férmula:

o=
O-CH2~CH-CH2-N-R Soporte

.

en donde R es un grupo de enlace, el scporte es un material so-

porte inmunggenico y p es en promedio de 1 a 50, aprcximédamen—

te;

{b) incubar la mezclz de reaccidn entre 15 segundos

¥ 2 horas aproximadamente, a una temperzaiura de 5 a 50°C apro-

xircadamente; y
(c) medir la seilel gptica detectable producida por

la rezela de resceidn como una funcion de la concentracicn de

e 3 ()
propranocleol en la muestra de analisis.

2.~ Procedimiento segin la reivindicacion 1, caracte-

rizado porgue R es un bis-imidato de formula:

w, © A

2 2
i l
c LCH ¢ ——

3
27

n

en donde n es de 2 a 10 y dicho soporte esta acoplado 2 través
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de grupos anino.
r'd
3.~ Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracte—
rizado porque R es de formula:

CH 0
3 "

— ’_ -
--CHI--CH2 R'-C

en dende R' es un enlace qufmico o se elige entre algquileno;
alquenileno y fenilenc de 1 a 12 atomes de carbono aproximada~
mente.

4.~ Procedimiento segﬁn las reivipndicaciones ante-
riores, caracterizado porcue el Soporte es una proteina & pép-
tido.

5.- Procedimiento segtn cualquiera de las reivindice-
ciones 1 a 4, carscterizado porque p es en prozcedio de 1 & 25
aproximadamente.

6.~ Procediriento segin cualquiera de las reivindica~
ciones 1 & 4, caracterizado porque el soporte es albdminag de
sueré bovino. .

7.- Procedimiento de inmunoandlisis para determinar
propanolol en una muestra de analisis; tal ¥ como gueda sustan-
cizlmente descrito en la presente Memeoria.

Esta Memoria consta de 28 hojes escritas a maquina
por una secla cara.

) . HMedrid, 1§ DIC. %984

FILES DABCRATORIES, INC.
NRE-HCEBO ¥ POX
f. :‘ll:lrf{)’{- Pl DOM\NGUEZ M.
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