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@ Resumen:

Complejos multivalentes hapteno-portador con dendrime-
ros como emuladores de la proteina portadora.

La presente invencion trata de la produccion de comple-
jos multivalentes hapteno-portador, en los que la protei-
na portadora esta emulada por un dendrimero o molécula
dendrimérica, que actia como macromolécula portadora
sobre la que se une de forma covalente el hapteno Unico
o combinado de diferentes farmacos o estructuras quimi-
cas. Estos complejos multivalentes hapteno-portador se
pueden utilizar, acoplados a fases sélidas o en fase solu-
ble, como estructuras antigénicas para la captacion de an-
ticuerpos IgE especificos de antibiéticos beta-lactamicos
y de otros farmacos, permitiendo su aplicacién en técni-
cas diagnésticas in vitro que evallen las reacciones alér-
gicas, siendo asimismo aplicables en sistemas de analisis
tipo inmunoensayo.
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DESCRIPCION

Complejos multivalentes hapteno-portador con dendrimeros como emuladores de la proteina portadora.

La presente invencién se refiere a la utilizacién de dendrimeros funcionalizados en su superficie con medica-
mentos, para emular in vitro a los conjugados hapteno-portador generados in vivo, responsables de los procesos de
reconocimiento de anticuerpos IgE dirigidos a estos farmacos. La exactitud de la estructura quimica del conjugado
hapteno-dendrimero, en cuanto al nimero de haptenos anclados en su superficie y la disposicion tridimensional, me-
joran la calidad de la técnica para la deteccidn de anticuerpos IgE con respecto al empleo de otras macromoléculas
tradicionalmente empleadas.

Antecedentes

Para la deteccién in vitro de anticuerpos IgE dirigidos a medicamentos se usan conjugados Hapteno-Portador (en
adelante H-P) sintéticos en los que la proteina portadora es emulada por Albimina Humana (en adelante HSA) o poli-
L-lisina (en adelante PLL). Estos conjugados adolecen de dos factores imprescindibles para que el proceso de recono-
cimiento molecular sea reproducible y sensible: no presentan una densidad de Hapteno por unidad de portador precisa
en sus estructuras y, ademads, las moléculas de Hapteno se encuentran distribuidas de forma aleatoria en la amplia super-
ficie de la proteina o el polipéptido, lo que entrafia la eventual inaccesibilidad de los anticuerpos especificos. La HSA
presenta la limitacidn intrinseca de poder soportar una densidad de H-P baja, ademads de la dificultad de poder estable-
cer la estructura exacta de estos conjugados. Por otro lado, los conjugados con PLL, aunque con una mayor densidad
H-P, actualmente consisten en una mezcla de estructuras quimicas de diferentes tamafios, ya que la PLL comercial
es siempre una mezcla heterogénea de péptidos de un determinado rango de pesos moleculares. Como consecuencia,
estos conjugados se caracterizan por una baja reproducibilidad estructural y consecuentemente una baja fiabilidad.

Explicacion de la invenciéon

La presente invencidn trata de la produccion de complejos multivalentes H-P, en los que la proteina portadora esta
emulada por un dendrimero o molécula dendrimérica, que actiia como macromolécula portadora sobre la que se une
de forma covalente el hapteno tinico o combinado de diferentes firmacos o estructuras quimicas.

Estos conjugados H-P, preparados utilizando dendrimeros para simular la proteina portadora (en adelante H-D),
son estructuras macromoleculares de composicién quimica perfectamente definidas. El empleo de dendrimeros de
diferentes generaciones permite obtener conjugados H-D con diferentes, pero precisos, nimeros de Haptenos unidos
por enlaces de tipo covalente a la superficie del dendrimero. El empleo de las técnicas convencionales de determinacién
estructural, como la Resonancia Magnética Nuclear de Protén y Carbono trece, la Espectrometria de Masas de tiempo
de vuelo con ionozacidn por laser asistida por matriz, la espectroscopia de fotoelectrones de rayos-X y otras, permiten
analizar y establecer de forma univoca las estructuras de estos conjugados H-D.

Los conjugados H-D se pueden utilizar, acoplados a fases sélidas o en fase soluble, como estructuras antigénicas
para la captacién de anticuerpos IgE especificos de antibidticos beta-lactdmicos y de otros farmacos, permitiendo
su aplicacion en técnicas diagndsticas in vitro que evalden las reacciones alérgicas, siendo asimismo aplicables en
sistemas de andlisis tipo inmunoensayo.

Para la realizacion de las determinaciones de inmunoensayos en los que el conjugado H-D se encuentre en fase
soluble, al dendrimero, de la generacion elegida, se le une de forma covalente el medicamento, empleando los reactivos
de acoplamiento adecuados en cada caso y se puede purificar empleando las técnicas de cromatografia convencionales.

Para la realizacion de las determinaciones de inmunoensayos en los que el conjugado H-D se encuentre acoplado a
fases sélidas, las superficies de las fases sélidas, como celulosa, silice o cualquier otro andlogo, se activan con los re-
activos adecuados, como bromuro de cianégeno, alfa-halocloruros de 4cidos o agentes de acoplamiento similares, para
enlazar los dendrimeros, se tratan con amino-alcoholes para neutralizar los grupos activados libres y se funcionalizan
con el hapteno capaz de ser reconocido por las IgE’s.

Descripcion de un modo de realizacion
A continuacioén se presenta un modo de realizacién preferida para la obtencidn de estos conjugados H-D.

Discos de celulosa se activan, por ejemplo, con bromuro de ciandgeno para transformar los grupos hidroxilos en
los derivados cianatos. Después del tiempo de reaccion, los discos se lavan con bicarbonato sédico 0.1 M y con con-
centraciones crecientes de acetona, y se hacen reaccionar con los grupos amino-terminales del dendrimero, para dar
las isoureas derivadas a través de las cuales el dendrimero se ancla sobre la fase solida. Las fases sélidas se filtran, se
lavan con disolucién de bicarbonato sédico 0.1 M y se hacen reaccionar con etanolamina durante 1 hora, para desac-
tivar los grupos isocianatos que permanezcan libres. Una posterior filtracién y lavado secuencia) con una disolucién
de bicarbonato sédico 0.1 M, una disolucién tamp6n 4cido acético-acetato sédico 0.1 M de pH 4 y finalmente una
disolucién carbonato sédico-bicarbonato sédico 0.05 M de pH 10.2, nos permite obtener una superficie modificada
quimicamente, en la que la unién covalente de los dendrimeros a esta fase sélida puede utilizarse para inmovilizar de
forma covalente una variedad de analitos de significacién clinica.
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Como ejemplo, esta fase sélida sobre la que hemos fijado el dendrimero, se suspende en un tampén carbonato
sédico-bicarbonato sédico 0.05 M de pH 10.2 y se hace reaccionar con bencilpenicilina (Penicilina G) durante 48
horas a 4°C, se filtra pasado este tiempo y se lava con una disolucién de bicarbonato sédico 0.1 M. De esta forma,
se obtiene una fase sélida sobre la que se encuentra fijado de forma covalente, un conjugado H-D peniciloilado en su
superficie, que contiene el determinante antigénico mayor (BPO) de los anticuerpos IgE dirigidos a bencilpenicilina.
Los discos que contienen el conjugado H-D con antigenos BPO, se guardan en disolucién tampén PBS a 4°C.
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REIVINDICACIONES

1 . Complejos multivalentes hapteno-portador, caracterizados porque la proteina portadora estd emulada por un
dende mero o molécula dendrimérica, que actia como macromolécula portadora sobre la que se une de forma covalente
el hapteno tnico o combinado de diferentes formacos o estructuras quimicas.

2. Utilizacién de los complejos multivalentes hapteno-portador de reivindicacion 1 en andlisis de tipo inmunoen-
sayo para la determinacién de anticuerpos IgE especificos.
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