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DESCRIPCION

Meétodo y estuche para detectar, o determinar la cantidad de, metabolitos de fentanilo y metabolitos de andlogos de
fentanilo.

La presente invencidn se refiere a un método y un estuche para detectar, o determinar la cantidad de, metaboli-
tos, preferiblemente nor-metabolitos, tanto de fentanilo como de sus andlogos, asi como inmunégenos, conjugados y
anticuerpos usados en los mismos.

Por “detectar” se entiende analizar cualitativamente la presencia o ausencia de una substancia.
Por “determinar” se entiende analizar cuantitativamente la cantidad de una substancia presente.
Por “fentanilo” se entiende N-(1-fenetil-4-piperidinil)-N-fenilpropionamida.

Por “andlogos de fentanilo” se entiende substancias que comparten similitud estructural con la estructura de N-fe-
nil-N-(4-piperidinil)amina del fentanilo y que comparten actividad farmacolégica con el fentanilo. Tales “andlogos de
fentanilo” incluyen, pero no se limitan a, sufentanilo, carfentanilo, acetilfentanilo, p-fluorofentanilo, bencilfentanilo,
tienilfentanilo, a-metiltienilfentanilo, butirilfentanilo y alfentanilo, asi como los llamados firmacos de disefio a- y p-
metilfentanilo y 3-cis/trans-metilfentanilo.

Por “metabolitos” se entiende los productos de degradacion, in vivo, tanto de fentanilo como de andlogos de fenta-
nilo. Asi, para el fentanilo, esto abarca norfentanilo (N-(propionil)-4-N-ainilopiperidina), despropionilfentanilo (N-(1-
fenetil-4-piperidinil)fenilamina), p-hidroxifentanilo (N-(p-hidroxifenil)-N-[1-(2-feniletil)-4-piperidinil]propanamida)
y p-hidroxinorfentanilo (N-propionil-4-N-(p-hidroxianilino)piperidina).

La presente invencién estd destinada a tener amplia aplicabilidad a través de metabolitos, tanto de fentanilo como
de andlogos de fentanilo. La presente invencion estd destinada a tener una aplicabilidad particular a nor-metabolitos,
tanto de fentanilo como de andlogos de fentanilo. La presente invencion estd destinada a tener la aplicabilidad mas
particular a nor-metabolitos de fentanilo. La presente invencion también estd destinada a tener amplia aplicabilidad a
través del propio fentanilo y sus andlogos.

El fentanilo es un potente opioide sintético con al menos 80 veces mds potencia que la morfina como un analgésico.
Habitualmente se usa perioperativamente para la induccién y el mantenimiento de la anestesia y postoperativamente
para analgesia. Se han sintetizado andlogos de fentanilo para incrementar su efecto analgésico y euférico. Debido
a su alta potencia y analgesia narcética de accidn rapida, el fentanilo y sus andlogos tienen potencial de abuso. El
fentanilo se distribuye rdpidamente desde la sangre hacia tejidos corporales y es metabolizado intensivamente. En el
hombre, aproximadamente 80% de una dosis de fentanilo es excretado en la orina en menos de 72 horas, consistiendo
en metabolitos de 92% a 98% de este. La N-desalquilacion oxidativa para formar norfentanilo es la principal ruta
metabolica para el fentanilo en el hombre (Silverstein y otros, 1993). La N-desalquilacién también parece caracteristica
de andlogos de fentanilo tales como alfentanilo y sufentanilo (Camu y otros (1982) y Meuldermans y otros (1982)).
En contraste, en caballos, la principal ruta metabdlica es a través de la oxidacién metabdlica de la cadena lateral
propionilica del fentanilo, para formar un dcido malonanilico (Frincke y otros (1980)). La estructura quimica del
fentanilo estd representada a continuacién:

O~

El fentanilo, que tiene una semivida de 10 minutos, se metaboliza, al menos en seres humanos, para dar principal-
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Se han usado diversos métodos para determinar la cantidad de metabolitos de fentanilo y sus andlogos en una
muestra. Métodos analiticos incluyen cromatografia de gases con ionizacién a la llama, captura electrénica y de-
teccion sensible a nitrégeno y cromatografia de gases/espectrometria de masas (GC/MS). Por ejemplo, un método
cromatografico de gas-liquido sensible para analizar los nor-metabolitos de fentanilo y 3-metilfentanilo en la orina se
describe en W.R. Hammargren y G.L. Henderson, 1988. El método descrito incluye la deteccion mediante detector de
captura electrénica o espectrometria de masas. Sin embargo, tales métodos cromatograficos son demasiado costosos y
consumen mucho tiempo para el uso como herramientas de rastreo.

Los radioinmunoensayos usados para la determinacién de la cantidad de fentanilo y sus andlogos son muy sensi-
bles, pero requieren trazadores radionucleidicos, por ejemplo '*1y *H, y, en algunos casos, una etapa de extraccién
preliminar. Por ejemplo, diversos tipos diferentes de radioinmunoensayos (RIAs), incluyendo RIA en fase sélida, se
usan para detectar fentanilo y andlogos relacionados. Hammargren y Henderson (1988) describen el uso de un RIA
de "I producido por Diagnostic Products. Sin embargo, se encontré que los nor-metabolitos y los despropionilme-
tabolitos no reaccionan cruzadamente de forma significativa usando el radioinmunoensayo. Ademas, Watts y Caplan
(1990) describen un RIA para fentanilo (también un RIA de '*I de Diagnostic Products), que confirma los datos de
Hammargren y Henderson (1988), a saber, con escasa reactividad cruzada para ciertos metabolitos de fentanilo, espe-
cificamente menos de 5% (Tabla IV respuesta de andlogo/respuesta de fentanilo) para norfentanilo y 14-30% (Tabla
IV respuesta de andlogo/respuesta de fentanilo) para 2-hidroxifentanilo. Con relacién al 2-hidroxifentanilo, se cree
actualmente que no es un metabolito principal del fentanilo, al menos en el hombre, a pesar de las referencias al
mismo en Watts y Caplan. Michiels y otros (1977) describen un RIA de *H para fentanilo de Janssen usando carboxi-
fentanilo como el hapteno - no se observé reaccién cruzada con despropionilfentanilo ni norfentanilo, los principales
metabolitos de fentanilo en seres humanos. De forma similar, Henderson y otros (1975) describen un RIA de fenta-
nilo de McNeil Laboratories que usa carboxifentanilo como el hapteno, pero la totalidad de los nor- y despropionil-
metabolitos de fentanilo no reaccionan cruzadamente de forma significativa.

Los ensayos de inmunoabsorcién con enzimas ligadas (ELISAs) son una alternativa no radiactiva, que también se
conoce para la determinacion de la cantidad de fentanilo y sus andlogos. Por ejemplo, en Werawan Ruangyuttikarn y
otros, 1990, se describe un ELISA prototipico para detectar la presencia de fentanilo usando un hapteno de carboxi-
fentanilo. Esta descripcién, que obvia explicitamente la reactividad cruzada frente a metabolitos de fentanilo, muestra
que la modificacion acerca del resto de piperidina altera drasticamente la reactividad cruzada - esto sugiere que po-
dria esperarse una escasa reactividad cruzada para el norfentanilo. Gregory S. Makowski y otros, 1995, describen un
ELISA con escasa reactividad cruzada frente a metabolitos de despropionilfentanilo y norfentanilo, especificamente,
solo 0,53% de reactividad cruzada frente a despropionilfentanilo y menos de 0,03% de reactividad cruzada frente a
norfentanilo.

Un trabajo previamente presentado sobre inmunoensayos para fentanilo (ya sean RIA o ELISA) se ha centrado so-
lamente, segiin el conocimiento de los inventores, en la derivacion de fentanilo (mediante un grupo carboxilo) a través
del extremo libre de grupo propionamida del fentanilo. Tal derivacién, usando -COOH como el reticulador, da co-
mo resultado carboxifentanilo (N-fenil-N-[1-(2-fenetil)-4-piperidinil]carboxipropionamida) como el hapteno, hapteno
que se describe en J. McDonald y otros, 1987. J. McDonald y otros describen un inmunoensayo de fluorescencia de
concentracién de particulas (PCFIA) que usa un antisuero producido a partir de un inmunégeno de carboxifentanilo-
albumina de suero bovino (BSA) y carboxifentanilo conectado a p-ficoeritrina. De forma similar, M. Michiels y otros
(1977) describen un inmundégeno de carboxifentanilo-BSA. Anticuerpos producidos para un inmundgeno de carboxi-
fentanilo-gammaglobulina bovina (BGG) son descritos en GL Henderson y otros, 1975. Sin embargo, los anticuerpos
y conjugados producidos contra carboxifentanilo como el hapteno tienen la desventaja de que existe poca o ninguna
capacidad para detectar metabolitos de fentanilo y/o metabolitos de andlogos de fentanilo.

La presente invencidn describe la unién de un nuevo derivado hapténico de fentanilo o norfentanilo, conectdndose
el hapteno covalentemente bien a un material portador que confiere antigenicidad, para producir un inmunégeno, o
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bien a un agente marcador detectable, para producir un conjugado (o reactivo de deteccién). La presente invencién
también describe como se emplean anticuerpos generados para este inmundgeno en el desarrollo de un ensayo genéri-
co, que puede usarse para determinar la cantidad de metabolitos de fentanilo y metabolitos de sus andlogos en fluidos,
preferiblemente fluidos bioldgicos, més preferiblemente fluidos bioldgicos de seres humanos.

Objetivos de la invenciéon

Un objetivo de la invencion es vencer algunas o todas las desventajas de la técnica anterior o proporcionar una
alternativa a las mismas.

Un objetivo de una modalidad preferida de la invencién es proporcionar un método y un estuche para detectar, o
determinar la cantidad de, metabolitos de fentanilo y/o metabolitos de andlogos de fentanilo. Un objetivo de una mo-
dalidad més preferida de la invencién es proporcionar un método y un estuche para detectar, o determinar la cantidad
de, metabolitos de fentanilo y/o metabolitos de andlogos de fentanilo, que muestran mas de 5%, preferiblemente mas
de 25%, de reactividad cruzada para los metabolitos de fentanilo y/o los metabolitos de andlogos de fentanilo, mds
preferiblemente los nor-metabolitos, cuando se comparan con el propio fentanilo.

Un objetivo adicional de una modalidad preferida de la presente invencién es desarrollar anticuerpos capaces de
unirse a, como un epitopo estructural, un resto de N-fenil-N-(4-piperidinil)amina.

Descripcion detallada de la invencién

La invencioén proporciona métodos, estuches, conjugados, inmundgenos, anticuerpos y procedimientos como los
detallados en las reivindicaciones adjuntas.

En un primer aspecto, se proporciona un inmunégeno que comprende un hapteno acoplado a un material portador
que confiere antigenicidad, derivandose el hapteno con un reticulador en la posicién 1, 2 6 4, preferiblemente en la
posicién 1 6 2, con la condicién de que el reticulador no sea carboxilo cuando el hapteno se deriva en la posicién 1.

La posicién 1 se define como el extremo libre o terminal del grupo propionamida del fentanilo. La posicién 2 se
define como la posicién para del grupo fenetilo del fentanilo. La posicién 3 se define como la posicién para del grupo
N-fenilo del fentanilo. La posicion 4 se define como el piperidinil-N del norfentanilo. Las posiciones 1-4 se indican
como R;-R,, respectivamente, en la Figura 1a de los dibujos adjuntos.

Las posiciones de derivacion 1, 2, 3 y 4 en los haptenos descritos en la presente invencion se indican posteriormente
teniendo en cuenta las férmulas estructurales del fentanilo o el norfentanilo:

C::JRl

R = @N NQN
N,

O



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2284 783 T3

Mais especificamente, en un primer aspecto, se proporciona un inmunégeno de la férmula:

O 73

en la que Z; es un reticulador acoplado a un material portador que confiere antigenicidad o hidrégeno; Z, se
selecciona de N-fenetilo, un reticulador acoplado a un material portador que confiere antigenicidad o

2/

2

en la que Z, es un reticulador acoplado a un material portador que confiere antigenicidad en una posicién orto, meta
o0 para, con las condiciones de que, cuando Z, sea hidrégeno, Z, sea un reticulador acoplado a un material portador
que confiere antigenicidad o

2251

2
en la que Z, es un reticulador acoplado a un material portador que confiere antigenicidad en una posicién orto, meta
o para; y, cuando Z, sea N-fenetilo, Z, sea un reticulador acoplado a un material portador que confiere antigenicidad,
no siendo el reticulador -COOH. Preferiblemente, el material portador es una proteina, un fragmento de proteina, un
polipéptido sintético o un polipéptido semisintético.

En un aspecto adicional, se proporciona un conjugado de la férmula:

0] 3

24_N N

en la que Z, es un reticulador unido covalentemente a un agente marcador detectable, o hidrégeno; Z, se selecciona
de N-fenetilo, un reticulador unido covalentemente a un agente marcador detectable o

>
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en la que Z, es un reticulador unido covalentemente a un agente marcador detectable en una posicién orto, meta
0 para, con las condiciones de que, cuando Z, sea hidrégeno, Z, sea un reticulador unido covalentemente a un agente
marcador detectable o

228

2

en la que Z, es un reticulador unido covalentemente a un agente marcador detectable en una posicién orto, meta
o para; y, cuando Z, sea N-fenetilo, Z, sea un reticulador unido covalentemente a un agente marcador detectable,
no siendo el reticulador -COOH. Preferiblemente, el agente marcador se selecciona de una enzima, una substancia
luminiscente, una substancia radiactiva o una mezcla de las mismas. Mds preferiblemente, el agente marcador es una
enzima, preferiblemente una peroxidasa, lo mas preferiblemente peroxidasa de rdbano picante. Alternativamente, o
adicionalmente, la substancia luminiscente puede ser un material bioluminiscente, quimioluminiscente o fluorescente.

Se apreciard que, en los haptenos descritos, solo una de las posiciones Z,, Z, y Z, es un reticulador y que, en los
inmunégenos y conjugados de la presente invencion, solo una de las posiciones Z;, Z, y Z, incluye un reticulador co-
nectado covalentemente bien a un material portador que confiere antigenicidad o bien a un agente marcador detectable,
respectivamente.

También se apreciard que, cuando Z,; es hidrégeno y Z, es N-fenetilo, el compuesto resultante es fentanilo y,
cuando Z; y Z, son cada uno hidrégeno, el compuesto resultante es norfentanilo.

La Tabla 1 posterior resume los reticuladores y las posiciones de derivacion para ciertos de los haptenos descritos

en la presente invencion y para ciertos de los inmundgenos y conjugados:

TABLA 1

Estructuras quimicas de ciertos haptenos derivados de fentanilo y de su metabolito, norfentanilo

DERIVADOS Z, Z, ym
HAPTENO A H

f
;

HAPTENO B H
—-ﬂj\/w

HAPTENO C i H :
HAPTENO D -COH H :

0

22

HAPTENO E ~cos H

HAPTENO G H

¢
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Preferiblemente, el reticulador de Z, estd en la posicién para.

Preferiblemente, el reticulador de Z;, Z, o Z, termina, en su extremo libre antes del acoplamiento al material
portador que confiere antigenicidad o la unién al agente marcador para formar el inmundgeno o el conjugado, respec-
tivamente, con -CO-R, en el que R es hidroxilo o un resto alquilo de cadena corta de cadena lineal o ramificada. Por
“alquilo de cadena corta” se entiende un resto C;_s. Mds preferiblemente, el resto alquilo de cadena corta es un resto
de cadena lineal. Alin mads preferiblemente, el resto alquilo de cadena corta es un resto C,_,, preferiblemente un resto
alquilo de cadena lineal C,_,.

Mas preferiblemente, el reticulador de Z,, Z, o Z, antes del acoplamiento al material portador que confiere antige-
nicidad o la unién al agente marcador para formar el inmundgeno o el conjugado, respectivamente, comprende:

—(NH), - (CO), - X. = (CH)q - S. - CO-R

endonde aes 06 1; bes 06 1; X es oxigeno o azufre; c es 0 6 1; d se selecciona de los nlimeros enteros 1-5, e es
06 1y R es un resto alquilo de cadena corta, preferiblemente un resto alquilo de cadena lineal o ramificada C,_s, o
un resto hidroxi. Mds preferiblemente, el resto alquilo es un resto de cadena lineal C,_s. Atn m4s preferiblemente, el
resto alquilo es un resto de cadena lineal C,_,. Lo més preferiblemente, el resto alquilo es metilo.

La ultima condicién, en su aspecto mds amplio, para un inmunégeno o conjugado de la presente invencién, a
saber, que el reticulador Z; no sea carboxilo (-COOH) conectado covalentemente bien a un material portador que
confiere antigenicidad o bien a un agente marcador detectable, respectivamente, significa que la férmula del reticulador
mencionada anteriormente excluye un reticulador en el que a, b, ¢, d y e sean 0 y R sea hidroxilo, cuando Z,; sea el
reticulador.

Preferiblemente, cuando e es 1, c es O.

Preferiblemente, a es 0; b es 0y c es 0. M4s preferiblemente, d es 0; e es 1 y R es metilo o, alternativamente, d es 1;
e es 0 y R es hidroxilo. Més preferiblemente, Z, o Z, es tal reticulador. Alternativamente, Z, podria ser tal reticulador.

Alternativamente, a es 1; b es 1; c es 0 y d es 2. Preferiblemente, e es 1 y R es metilo o, alternativamente, e es
0y R es hidroxilo. Més preferiblemente, Z, es tal reticulador en una posicion orto, para o meta, preferiblemente una
posicién para. Alternativamente, Z, o Z, podrian ser tal reticulador.

Ademds, alternativamente, aes 0; b es 0; e es 0; X es O y c es 1. Preferiblemente, d es 3 y R es hidroxilo. Z;, Z, o
Z, podria ser tal reticulador.

La invencién proporciona ademds un procedimiento para preparar los anticuerpos, comprendiendo el procedi-
miento las etapas de inmunizar a un animal, preferiblemente un animal vertebrado, lo mds preferiblemente un animal
mamifero, mediante la administracién repetida de un inmunégeno de acuerdo con la presente invencién, y recoger el
suero resultante del animal inmunizado. Preferiblemente, el procedimiento comprende ademds fijar dichos anticuer-
pos séricos a un substrato de apoyo, preferiblemente un soporte sélido, lo més preferiblemente un soporte sélido de
poliestireno. Los anticuerpos preparados de acuerdo con este procedimiento son policlonales.

En un aspecto adicional més, la presente invencién trata de anticuerpos producidos contra el inmundgeno de la
presente invencion, siendo capaces los anticuerpos de unirse a al menos un epitopo estructural de un metabolito
de fentanilo o de un metabolito de sus andlogos. Preferiblemente, el al menos un epitopo estructural comprende
la estructura N-fenil-N-(4-piperidinil)aminica del fentanilo. Mds preferiblemente, los anticuerpos se fijan sobre un
substrato de apoyo.

La invencion trata preferiblemente de la produccién de antisueros policlonales dvidos para metabolitos de fenta-
nilo y para metabolitos de sus andlogos, antisueros que, lo mds preferiblemente, también exhiben alguna reactividad
cruzada con fentanilo y sus andlogos.

En un aspecto adicional mads, la presente invencién comprende un método para detectar, o determinar la cantidad
de, metabolitos de fentanilo y metabolitos de andlogos de fentanilo en una muestra, comprendiendo el método poner
en contacto la muestra con el conjugado de la presente invencion, o una mezcla del mismo, y con anticuerpos de la
presente invencion, o una mezcla de los mismos; detectar, o determinar la cantidad de, conjugado unido y deducir de
una curva de calibracidn la presencia, o la cantidad, de metabolitos de fentanilo y metabolitos de andlogos de fentanilo
en la muestra.

En un aspecto adicional, la invencién incluye un estuche para detectar, o determinar la cantidad de, metabolitos
de fentanilo y metabolitos de andlogos de fentanilo, incluyendo el estuche el conjugado de la presente invencién, o
una mezcla de los mismos, y los anticuerpos de la presente invencién, o una mezcla de los mismos. El estuche puede
incluir opcionalmente instrucciones para el uso de dicho conjugado y dichos anticuerpos para detectar, o determinar
la cantidad de, metabolitos de fentanilo y metabolitos de andlogos de fentanilo en una muestra.
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Preferiblemente, la muestra es una solucién, tal como un fluido biolégico. Mas preferiblemente, la muestra es suero
u orina. Lo mds preferiblemente, la muestra es una solucién o una suspension procedente de un paciente humano.

Un método o estuche puede comprender un conjugado, o una mezcla de los mismos, en donde el o cada conjugado
se prepara a partir de una hapteno en el que uno de Z,, Z, o Z,, preferiblemente uno de Z, o Z,, es un reticulador,
y un anticuerpo, o una mezcla de los mismos, en donde el o cada anticuerpo se genera para un hapteno, en el que
uno de Z,, Z, o Z,, preferiblemente uno de Z, o Z,, es un reticulador. Los haptenos constituyentes respectivos pueden
ser idénticos o los haptenos constituyentes respectivos pueden derivarse en la misma posicién pero usando diferentes
reticuladores, prefiriéndose lo dltimo. Sin embargo, se prefiere que los haptenos constituyentes respectivos se deriven
en diferentes posiciones, bien usando los mismos reticuladores o bien usando reticuladores diferentes. Se prefiere mas
un inmundgeno derivado de un hapteno en el que Z, es un reticulador para el uso en un método o estuche con un
conjugado derivado de un hapteno en el que uno de Z, o Z, es un reticulador, en el que los reticuladores respectivos
(del inmundgeno y el conjugado) son iguales o, mds preferiblemente, diferentes. Se prefiere un inmundgeno derivado
de un hapteno en el que Z, sea un reticulador para el uso en un método o estuche con el conjugado derivado de un
hapteno en el que Z, sea un reticulador, en el que los reticuladores respectivos (del inmunégeno y el conjugado) son
iguales o, mds preferiblemente, diferentes.

Se contempla igualmente un conjugado derivado de un hapteno en el que Z, o Z, es un reticulador para el uso
en un método o estuche de la presente invencién con un inmundgeno derivado de un hapteno en el que uno de Z,,
Z, o Z4 es un reticulador, en el que los reticuladores respectivos (del inmundgeno y el conjugado) son iguales o,
mas preferiblemente, diferentes. Se prefiere ain mas un conjugado derivado de un hapteno en el que Z, o Z, es un
reticulador para el uso en un método o estuche de acuerdo con la presente invencion, con un inmundgeno derivado de
un hapteno en el que uno de Z, o Z, es un reticulador. Lo que mds se prefiere es un conjugado derivado de un hapteno
en el que Z, o Z, es un reticulador para el uso en un método o estuche de la presente invencién con un inmunégeno
derivado de un hapteno en el que Z, es un reticulador, en el que los reticuladores respectivos (del inmunégeno y el
conjugado) son iguales o, mds preferiblemente, diferentes.

En un aspecto adicional, la presente invencién implica el uso de los conjugados de acuerdo con la presente in-
vencién, o una mezcla de los mismos, con los anticuerpos de acuerdo con la presente invencién, o una mezcla de los
mismos, para probar muestras tales como fluidos bioldgicos, para detectar, o determinar la cantidad de, metabolitos de
fentanilo y metabolitos de andlogos de fentanilo.

La presente invencidn se refiere a nuevos haptenos que se emplean en la preparacién de nuevos inmunégenos me-
diante conjugacién con materiales portadores que confieren antigenicidad convencionales. El inmundgeno resultante
se administra a continuacién a animales, preferiblemente huéspedes vertebrados, lo mas preferiblemente huéspedes
humanos, para provocar la produccién de antisueros policlonales avidos que a continuacién se usan para desarrollar
un inmunoensayo genérico para metabolitos de fentanilo y para metabolitos de andlogos de fentanilo, empleando un
conjugado (hapteno-agente marcador detectable) como el reactivo de deteccion.

El centro de atencién es la preparacién de anticuerpos especificos para metabolitos de fentanilo y para metabolitos
de andlogos de fentanilo. Para alcanzar tal especificidad amplia, los haptenos e inmundgenos se generan mediante
modificacién de fentanilo usando Z; o Z, como el reticulador, y mediante la modificacién de norfentanilo usando Z,
como el reticulador.

Preparacion de Haptenos

La preparacion de los haptenos A y B se realiza de acuerdo con el esquema de reaccion 1 indicado en la Figura 1.
La preparacién de los haptenos C, D y E se realiza de acuerdo con el esquema de reaccion 2 indicado en la Figura 2.
La preparacién del hapteno F y el inmundgeno F se realiza de acuerdo con los esquemas de reaccién 3 y 4 indicados en
las Figuras 3 y 4 y la preparacion del hapteno G y el inmundgeno G se realiza de acuerdo con el esquema de reaccion
5 indicado en la Figura 5.

En referencia a la Figura 1, los haptenos N-[1-(p-acetiltiopropionamido)fenetil-4-piperidinil]-N-fenilpropionami-
da (A) y N-[1-(p-succinamido)fenetil-4-piperidinil]-N-fenilpropionamida (B) se preparan de acuerdo con el esquema
de reaccién 1. Una reaccion de condensacién entre anilina y N-metil-4-piperidona, a través de la formacioén de base
de Schiff, en presencia de 1,2-dicloroetano, dcido acético y NaBH(OAc);, da como resultado la produccién del com-
puesto 1. Este compuesto reacciona con anhidrido propidnico, en presencia de tolueno y bajo reflujo, para producir
el compuesto 2. El norfentanilo (compuesto 4) se prepara mediante N-desmetilacién del compuesto 2, en un procedi-
miento en dos etapas, usando en la primera etapa cloroformiato de 1-cloroetilo (C1ICO,CHCICHj;) en presencia de 1,2-
dicloroetano, bajo reflujo durante 2 horas y, en la segunda etapa, metanol. La reaccién del compuesto 4 con bromuro
de p-nitrofenetilo en presencia de 4-metil-2-pentanona y K,CO; bajo reflujo, seguido por reduccién del grupo nitro
hasta un grupo amino usando Pd-C en presencia de HCOONH, y CH;OH, da como resultado la produccién del com-
puesto intermedio 6. El hapteno A se produce mediante la reaccién del compuesto 6 con 3-(acetiltio)propionato de N-
succinimidilo (SATP) en presencia de EDPA y dioxano y el hapteno B se produce mediante la reaccién del compuesto
6 con anhidrido succinico.

En referencia a la Figura 2, los haptenos N-(1-fenetil-4-piperidinil)-N-fenil(S-acetiltiopropionamida) (C), N-(1-fe-
netil-4-piperidinil)-N-fenilsuccinamida (D) y N-(1-fenetil-4-piperidinil)-N-fenilglutaramida (E) se preparan de acuer-
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do con el esquema de reaccion 2. El despropionilfentanilo (compuesto 7) se prepara mediante la reaccion de 1-fenetil-
4-piperidona con anilina seguida por la reduccién con la base de Schiff. El compuesto producido se hace reaccionar
a continuacién con 3-(acetiltio)propionato de N-succinimidilo (SATP) en presencia de EDPA y dioxano para dar el
hapteno C, con anhidrido succinico para dar el hapteno D o con anhidrido glutdrico para dar el hapteno E.

En referencia a las Figuras 3 y 4, antes de la preparacién del hapteno N-(1-fenetil-4-piperidinil)-N-(p-O-carbo-
xipropil)fenilpropionamida (F), se genera [etil-p-(O-carboxipropil)]anilina (compuesto 9) de acuerdo con el esquema
de reaccion 3 de la Figura 3. Se alquila p-nitrofenol con 4-bromobutirato de etilo en presencia de hidruro sédico para
producir el compuesto 8. El grupo nitro del compuesto 8 se reduce a continuacién hasta un grupo amino usando Pd-
C, dando como resultado la produccién del compuesto 9.

Se prepara N-(1-fenetil-4-piperidinil)-N-(p-O-carboxipropil)-fenilpropionamida (hapteno F) en tres etapas de
acuerdo con el esquema de reaccion 4 de la Figura 4.

N-(1-fenetil)-4-piperidona se hace reaccionar con [etil-p-(O-carboxipropil)]anilina (compuesto 9) en 1,2-dicloroe-
tano, en presencia de triacetoxiborohidruro sédico y dcido acético, para producir el compuesto 10. El compuesto 10
reacciona con anhidrido propidnico en tolueno bajo reflujo para dar el compuesto 11. El hapteno F se produce mediante
saponificacioén del compuesto 11 con hidréxido sédico 2N en metanol.

En referencia a la Figura 5, el hapteno N-(1-carboximetil-4-piperidinil)-N-fenilpropionamida (G) se prepara en
cuatro etapas de acuerdo con el esquema de reaccién 5. La reaccién de monohidrocloruro de monohidrato de 4-
piperidona con bromoacetato de etilo en presencia de hidruro sédico en DMF da etil-N-carboximetil-4-piperidona
(compuesto 12). El compuesto 12 se hace reaccionar a continuacién con anilina en presencia de triacetoxiborohidruro
sédico y dcido acético para producir N-(etil-1-carboximetil-4-piperidinil)-N-fenilalanina (compuesto 13). El com-
puesto 13 se trata con anhidrido propiénico en tolueno bajo reflujo para dar el compuesto 14. El hapteno G se produce
mediante saponificacion del compuesto 14 con hidréxido sédico (2N) en metanol.

Preparacion de Inmundégenos y Conjugados

Aunque los haptenos de fentanilo proporcionan epitopos estructurales definidos, no son por s{ mismo inmunogé-
nicos y por lo tanto necesitan conjugarse a material portador, lo que provocard una respuesta inmunogénica cuando
se inyectan en un animal huésped. Materiales portadores adecuados incluyen proteinas tales como albiminas, protei-
nas séricas, por ejemplo globulinas, proteinas del cristalino ocular y lipoproteinas. Portadores proteinicos ilustrativos
incluyen albimina de suero bovino, ovalbtimina de huevo, gammaglobulina bovina, globulina que se une a tiroxina,
hemocianina de lapa de ojo de cerradura, etc. Alternativamente, pueden emplearse poli(aminoédcidos) sintéticos que
tienen un nimero suficiente de grupos amino disponibles, tales como lisina, como también otros materiales polimeros
sintéticos o naturales que tienen grupos funcionales reactivos. En particular, carbohidratos, levaduras o polisacaridos
pueden conjugarse al hapteno para producir un inmunégeno.

Cada hapteno también puede conectarse covalentemente a un grupo marcador tal como una enzima (por ejemplo,
peroxidasa de rdbano picante), una substancia que tiene propiedades fluorescentes o un marcador radiactivo para
producir conjugados (también conocidos como reactivos de deteccién) para el uso en los inmunoensayos. La substancia
fluorescente puede ser, por ejemplo, un residuo monovalente de fluoresceina o uno de sus derivados.

Para confirmar que se ha alcanzado la conjugacién adecuada del hapteno al material portador, antes de la inmu-
nizacion, cada inmunégeno se evalda usando espectrometria de masas de tiempo de vuelo con desorcién/ionizacién
lasérica UV asistida por matriz (MALDI-TOF MS). En el caso del material portador preferido, albimina de suero
bovino, se prefiere un minimo de 6 moléculas de hapteno por portador.

Al preparar conjugados o inmundgenos con haptenos en los que e, en el reticulador, es 1, tales como, por ejemplo,
los haptenos A y C, los grupos maleimida, halo, mercaptopiridilo o vinilsulfona deben introducirse en primer lugar en
el agente marcador o el material portador, respectivamente, usando conectores heterobifuncionales tales como, pero
no limitados a: éster de N-(y-maleimidobutiriloxi)succinimida (GMBS); 4-(N-maleimidometil)ciclohexan-1-carboxi-
lato de succinimidilo (SMCC); (m-maleimidobenzoil)-N-hidroxisuccinimida (MBS); 4-(p-maleimidofenil)butirato de
succinimidilo (SMPB); (4-yodoacetil)aminobenzoato de N-succinimidilo (SIAB); bromoacetilglicin-N-hidroxisucci-
nimida; 3-(2-piridilditio)propionato de N-succinimidilo (SPDP); vinilsulfona (Pierce Chemical Company, USA). El
agente marcador o material portador asi modificado puede conjugarse a continuacién a través de los grupos tiol en
haptenos en los que e es 1, tales como los haptenos A y C. Para haptenos en los que e, en el reticulador, es 0, tales
como los haptenos B, D, E, F y G, la conjugacién se realiza sin modificacién previa del agente marcador o el material
portador, segin sea apropiado, usando métodos estdndar de conjugacion tales como EDC o anhidrido mixto.

Preparacion de Antisueros

Para generar antisueros policlonales, el inmundgeno se mezcla con adyuvante de Freund y la mezcla se inyecta
en un animal huésped, tal como un conejo, una oveja, un ratén, una cobaya o un caballo. Se realizan inyecciones
adicionales (refuerzos) y el suero se muestrea para la evaluacién de la concentracion de anticuerpos. Cuando se ha
alcanzado la concentracidn 6ptima, a continuacién se extrae sangre del animal huésped para dar un volumen adecuado
de antisuero especifico. El grado de purificacién de anticuerpo requerido depende de la aplicacién pretendida. Para
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muchos propdsitos, no hay requerimiento en absoluto de purificacién, sin embargo, en otros casos, tales como cuando
el anticuerpo ha de inmovilizarse sobre un soporte sélido, pueden adoptarse etapas de purificacién para retirar material
no deseado y eliminar la unién no especifica.

Los anticuerpos especificos de la presente invencién son ttiles como reactivos en ensayos bioquimicos para la
deteccidn, o para la determinacion de la cantidad de, metabolitos de fentanilo y metabolitos de sus andlogos en fluidos
bioldgicos.

En la siguiente tabla, se indican los resultados de datos caracteristicos para compuestos preparados en los siguientes
Ejemplos 4, 6-11 y 13-15:

Compuesto Punto de FT IR (KBr, Reflectancia
Fusién (°C) Difusa, cm™)
3479,64, 3360,85, 1648,53 y
Ejemplo 6 154-157
1594,23
‘ 3322,61, 1687,21, 1627,29 y
Ejemplo 7 (Hapteno A) 164-167
1594,98
Ejemplo 4 94-96 3426,96, 1648,67 y 1594,62
Ejemplo 9 92-94 3286,45, 1601,08

3244,1, 3180,1, 1677,7,1648,7 y

Ejemplo 8 (Hapteno B) 222-225 1597.1

Ejemplo 10 (Hapteno C) 1687,02, 1627,42 y 1536,36

Ejemplo 11 (Hapteno D) 198-202 1714,06,1650,94 y 1595

Ejemplo 11 (Hapteno E) 141-142 3442,02, 1654,13 y 1596,14

Ejemplo 13 198200 3330,98, 173592, 1614,7 y
1514,78

Ejemplo 14 183-185 1730,99, 1654,98 y 1509,46

Ejemplo 15 (Hapteno F) 113 (Descomp) | 3228, 1716,1,1647,9y 1510

Procedimiento General para el Andlisis por MALDI-TOF de Inmundégenos

Se realiz6 espectrometria de masas MALDI-TOF usando un espectrometro de masas de desorcion lasérica Voyager
STR Biospectrometry Research Station acoplado con extraccién retardada. Una parte alicuota de cada muestra que
habia de analizarse se diluy6 en 4cido trifluoroacético (TFA) acuoso al 0,1% para crear soluciones de muestra de 1
mg/ml. Se analizaron partes alicuotas (1 ul) usando una matriz de 4cido sinapinico y se usé albtimina de suero bovino
(Fluka) como un calibrador externo. La Figura 6 de los dibujos adjuntos muestra el andlisis para material portador de
BSA. Como se observard, estaba presente una sefial principal que indica una masa protonada media para esta muestra
de m/z 66.525. La sefial de m/z 33.273 esté de acuerdo con el componente principal en una forma doblemente cargada
y se observaron sefiales adicionales incluyendo aquella en m/z 13.641.

En los siguientes ejemplos, todos los porcentajes son v/v a no ser que se especifique otra cosa.
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Ejemplo 1: Esquema de Reaccién 1
Preparacion de N-(1-metil)-4-(fenolamina)piperidina (Compuesto 1)

A una solucién de 4-N-metil-1-piperidona (7 g, 0,0062 moles) en 100 ml de 1,2-dicloroetano anhidro se afiadieron
anilina (12,7 g, 0,14 moles) y 4cido acético (4 ml), seguido por triacetoxiborohidruro sédico (13,1 g, 0,062 moles). La
mezcla se agit6 a temperatura ambiente bajo nitrégeno durante la noche.

Después de la evaporacion del disolvente bajo presion reducida, se afiadi6 agua (100 ml) y la solucién se alcalinizé
afiadiendo NaOH (1 N), hasta pH 9. La solucién se extrajo a continuacién usando tolueno (2 x 100 ml), las capas
orgdnicas se combinaron y se lavaron con agua (150 ml), salmuera (50 ml), se secaron sobre sulfato sédico, se filtraron
y se concentraron bajo presion reducida. El residuo se cromatografié (gel de silice, MeOH al 5%/cloroformo) para dar
9,4 g ((80% de rendimiento) de compuesto 1 como un sélido blanco después de la recristalizacion en acetato de etilo.

Ejemplo 2: Esquema de Reaccion 1
Preparacion de N-(1-metil-4-piperidinil)-N-fenilpropionamida (Compuesto 2)

A una solucién del compuesto 1 del Ejemplo 1 (9,0 g, 0,047 moles) en tolueno anhidro (150 ml) se afiadi6é anhidrido
propionico (15,4 g, 0,118 moles). La mezcla se agité durante la noche a reflujo. Los disolventes se retiraron a vacio
y el residuo se recristalizé en acetato de etilo/hexano para dar 10 g de compuesto 2 como un sélido blanco (86% de
rendimiento).

Ejemplo 3: Esquema de Reaccién 1
Preparacion de N-[1-(1’-etilcloroformiato)-4-piperidinil ]-N-fenilpropionamida (Compuesto 3)

10 g (0,04 moles) de compuesto 2 del Ejemplo 2 se disolvieron en 1,2-dicloroetano anhidro (100 ml), bajo una
atmosfera de nitrégeno, y se enfriaron hasta 0°C en un bafio de hielo. Se afiadi6 a esta solucién, gota a gota, clorofor-
miato de 1-cloroetilo (6,6 g, 0,046 moles) y la solucién se calent6 a reflujo durante 2 horas (la cromatograffa en capa
fina indicaba cudndo era completa la reaccién). La solucién se enfrié hasta temperatura ambiente y los disolventes
se retiraron bajo presion reducida. El residuo oleoso viscoso se purificé mediante cromatografia en columna (gel de
silice, acetato de etilo al 10%/n-hexano al 90%) para dar el compuesto del titulo como un sélido amorfo blanco (10 g,
74% de rendimiento).

Ejemplo 4: Esquema de Reaccién 1
Preparacion de norfentanilo (Compuesto 4)

10 g (0,03 moles) de compuesto 3 del Ejemplo 3 se disolvieron en metanol anhidro (150 ml) y se agitaron durante
la noche a temperatura ambiente. La solucién se concentrd bajo presion reducida para dar el compuesto del titulo como
un polvo blanco con rendimiento cuantitativo.

Ejemplo 5: Esquema de Reaccién 1
Preparacion de N-[1-(p-nitrofenetil)-4-piperidinil |-N-fenilpropionamida (Compuesto 5)

Una suspensién de norfentanilo del Ejemplo 4 (6,71 g, 0,029 moles), bromuro de p-nitrofenetilo (7,178 g, 0,0372
moles), carbonato potdsico (19 g, 0,14 moles) y unos pocos cristales de yoduro sédico en 4-metil-2-pentanona (200
ml) se agité durante la noche a reflujo, bajo nitrégeno. Después de enfriar hasta temperatura ambiente, el precipitado
se retir6 mediante filtracion y la solucién se concentrd bajo presion reducida. El residuo oscuro se disolvié en acetato
de etilo (200 ml) y se lavo con agua (2 x 100 ml), se secé sobre sulfato sédico, se filtrd y el disolvente se retir a vacio.
El residuo se purificé mediante cromatografia en columna (gel de silice, MeOH al 10%/CHCI; al 90% v/v) para dar el
compuesto del titulo como un sélido amarillo (5,33 g, 56% de rendimiento).

Ejemplo 6: Esquema de Reaccién 1
Preparacion de N-[1-(p-aminofenetil)-4-piperidini]-N-fenilpropionamida (Compuesto 6)

A una solucién que se agita de compuesto 5 del Ejemplo 5 (5 g, 0,013 moles) en metanol anhidro (200 ml) se
afiadid, bajo una atmésfera de nitrégeno, Pd-C al 10% (650 mg) seguido por formiato aménico (5 g, 0,063 moles). La
mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 4 horas y se filtré a través de una columna corta de Celite™ para retirar
el catalizador. El disolvente se retird bajo presion reducida y el residuo se recogié en agua (100 ml). La solucién acuosa
se alcalinizé mediante la adicién de NaOH 1 N y se extrajo con acetato de etilo (2 x 100 ml). Las capas orgénicas se
combinaron, se lavaron con agua (50 ml), salmuera (50 ml) y se secaron sobre sulfato sédico anhidro. La solucién se
concentrd a continuacion bajo presioén reducida para producir el compuesto 6, un polvo blanco que exhibe una sola
mancha en la cromatografia en capa fina (2,7 g, 60% de rendimiento).
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Los datos de NMR para el compuesto 6 se presentan en la Figura 13.
Ejemplo 7: Esquema de Reaccién 1
Preparacion de N-[1-(p-acetiltiopropionamido)fenetil-4-piperidinil ]-N-fenilpropionamida (Hapteno A)

A una solucién que se agita del compuesto 6 del Ejemplo 6 (1 g, 0,0028 moles) y 3-(acetiltio)propionato de N-suc-
cinimidilo (SATP) (0,824 g, 0,00336 moles) en 25 ml de dioxano anhidro bajo nitrégeno se afiadi6 diisopropiletilamina
(EDPA) (0,72 ml, 0,0042 moles) y la mezcla se agitd y se calenté a 60°C durante 6 h. La mezcla se concentré a conti-
nuacién a vacio y el residuo se purific6 mediante cromatografia de desarrollo rapido sobre gel de silice usando metanol
al 10% v/v en cloroformo para producir el hapteno A, un sélido blanco que se recristalizé en hexano/cloroformo en
frio (835 mg, 62% de rendimiento).

Los datos de NMR para el hapteno A se presentan en la Figura 14.
Ejemplo 8: Esquema de Reaccién 1
Preparacion de N-[1-(p-succinamido )fenetil-4-piperidinil |-N-fenilpropionamida (Hapteno B)

A una solucién del compuesto 6 del Ejemplo 6 (1 g, 0,0028 moles) en benceno anhidro (75 ml) se afiadi6 anhidrido
succinico (0,7007 g, 0,007 moles) y la mezcla se someti6 a reflujo durante la noche. Se produjo un precipitado blanco
y la TLC confirmaba que todo el material de partida se habia consumido. El precipitado se separ6 por filtracion, se
lavé con benceno y se secd. Se recogié en agua (20 ml) y se calenté a 50°C durante una hora, se filtrd y se secé a
fondo. El sélido se recogio en acetonitrilo (20 ml) y se calenté a 60°C durante una hora, se filtr, se lavé con un poco
de acetonitrilo frio y se sec6 bajo vacio durante la noche para dar el compuesto del titulo como un sélido blanco (0,82
g, 60% de rendimiento).

Ejemplo 9: Esquema de Reaccién 2
Preparacion de N-(1-fenetil-4-piperidinil)-fenilamina (despropionilfentanilo) (Compuesto 7)

El compuesto del titulo se preparé mediante el método esbozado en el Ejemplo 1 usando 1-fenetil-4-piperidona (5,3
g, 0,026 moles), anilina (5,01 ml, 0,55 moles), dcido acético (3 ml), 1,2-dicloretano (100 ml) y triacetoxiborohidruro
sddico (5,82 g, 0,027 moles). El compuesto del titulo se obtuvo como un sélido blanco (74% de rendimiento).

Ejemplo 10: Esquema de Reaccion 2
Preparacion de N-(1-fenetil-4-piperidinil)-N-fenil-(S-acetiltiopropionamida) (Hapteno C)

El hapteno C se prepar6é mediante el mismo método esbozado en el Ejemplo 7 con 55% de rendimiento, es decir,
con 3-(acetiltio)propionato de N-succinimidilo (SATP) en dioxano anhidro, a lo que se afiade diisopropiletilamina
(EDPA).

Ejemplo 11: Esquema de Reaccién 2
Preparacion de los Haptenos D y E

Los Haptenos D y E se prepararon mediante el mismo método esbozado en el Ejemplo 8. El Hapteno D se prepar6
usando anhidrido succinico (2 equivalentes) y el Hapteno E se preparé usando anhidrido glutérico (2 equivalentes).

Ejemplo 12: Esquema de Reaccién 3
Preparacion de [etil-p-(O-carboxipropil) Janilina (Compuesto 9)

A una suspension de hidruro sédico (3,696 g, 0,11 moles) en 100 ml de dimetilformamida anhidra bajo nitrégeno
se afladié gota a gota p-nitrofenol (13,911 g, 0,1 moles) en 100 ml de DMF. La mezcla se calenté a 60°C durante 1
h (sin desprendimiento de hidrégeno) y a continuacién se enfri6 hasta temperatura ambiente. Se afiadi gota a gota
a esta mezcla 4-bromobutirato de etilo (23,4 g, 0,12 moles) en 50 ml de DMF durante un periodo de 15 minutos. La
mezcla se calenté de nuevo a 60°C y se agité durante 4 horas. Después de enfriar hasta temperatura ambiente, los
disolventes se evaporaron bajo presién reducida. Se afiadieron 150 ml de agua al producto en bruto que se extrajo
a continuacién usando acetato de etilo (2 x 150 ml). Las capas orgdnicas combinadas se lavaron con salmuera, se
secaron y se filtraron. El disolvente se retiré a vacio y el residuo se purificé mediante cromatografia de desarrollo
rapido (hexano al 90%/acetato de etilo al 10% v/v) para dar 21,7 g (86% de rendimiento) de [etil-p-(O-carboxipropil)-
1-nitrofenilo] (compuesto 8) como un sélido blanco.

A una solucién que se agita del compuesto 8 (0,87 g, 0,039 moles) en 400 ml de metanol anhidro se afiadid, bajo
nitrégeno, Pd-C (10%) (1,95 g) seguido por formiato aménico (15 g, 0,189 moles). La mezcla se agitd a temperatura
ambiente durante 2 horas, después de lo cual la TLC confirmaba que todos los materiales de partida se habian consu-
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mido. El catalizador se retiré mediante filtracién sobre Celite™. El disolvente se retird a continuacién bajo vacio y el
residuo se recogio en agua (150 ml). La solucién acuosa se alcalinizé mediante la adicion de hidréxido sédico 2 Ny se
extrajo mediante éter (2 x 150 ml). Las capas orgdnicas se combinaron, se lavaron con agua (100 ml), salmuera (100
ml) y se secaron sobre sulfato sédico anhidro. La solucién se concentrd a continuacién bajo presion reducida para dar
un s6lido blanco de compuesto 9 (6,52 g, 75% de rendimiento).

Ejemplo 13: Esquema de Reaccion 4
Preparacion de N-[(1-fenetil-4-piperidinil)-N-(etil-p-(O-carboxipropil)) [fenilamina (Compuesto 10)

El compuesto 10 se prepard de la misma manera que se esboza en el Ejemplo 1 usando el compuesto 9 en lugar
de anilina y 1-fenetil-4-piperidona, en presencia de 1,2-dicloroetano anhidro, 4cido acético y triacetoxiborohidruro
sddico. El compuesto 10 se obtuvo en forma cristalina (65% de rendimiento).

Ejemplo 14: Esquema de Reaccién 4
Preparacion de [etil-p-(O-carboxipropil) [fentanilo (Compuesto 11)

El compuesto del titulo se preparé de la misma manera que se esboza en el Ejemplo 2, usando el compuesto 10 en
tolueno anhidro y anhidrido propiénico bajo reflujo. El compuesto del titulo 11 se obtuvo como un sélido blanco con
80% de rendimiento.

Ejemplo 15: Esquema de Reaccion 4
Preparacion de p-[(O-carboxipropil) [fentanilo (Hapteno F)

A una solucién de compuesto 11 (3,5 g, 7,5 mmol) en metanol (80 ml) se afiadié hidréxido sédico 2 N (20 ml) y
la mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante 4 horas (la TLC mostraba que no quedaban materiales de partida).
La mezcla se redujo hasta sequedad a vacio, se afiadi6 agua (50 ml) y el pH de la solucién resultante se ajusté hasta 6.
La solucién se extrajo con cloroformo (2 x 100 ml), los extractos orgdnicos combinados se lavaron con salmuera (1 x
50 ml), se secaron sobre sulfato sddico, se filtraron y se concentraron a vacio. El s6lido obtenido se tritur6 con éter, se
filtré y se sec6 durante la noche para dar 2,1 g (64% de rendimiento) del hapteno F.

Los datos de NMR para el hapteno F se presentan en la Figura 15.
Ejemplo 16: Esquema de Reaccion 5
Preparacion de (1-carboximetil)-4-piperidona de etilo (Compuesto 12)

A una solucién de monohidrocloruro de monohidrato de 4-piperidona (12 g, 78,12 mmol) en dimetilformamida
anhidra (120 ml) bajo nitrégeno se afiadid, en pequefias porciones, hidruro sédico [dispersion al 60% p/p en aceite
mineral] (5,25 g, 156 mmol). Después de la adicién completa, la mezcla se calenté a 60°C durante 1 hora (no se
observé que se desprendiera hidrégeno gaseoso adicional), se enfrié hasta temperatura ambiente y se afiadié gota a
gota durante 15 minutos bromoacetato de etilo (19,6 g, 177 mmol) en DMF (50 ml). La mezcla resultante se calent6 a
60°C durante la noche. Se afiadieron unas pocas gotas de agua para extinguir la reaccion y los disolventes se retiraron a
vacio. Se afiadi6 agua (100 ml) y la mezcla se extrajo con acetato de etilo (2 x 100 ml). Las capas organicas combinadas
se lavaron con agua (1 x 100 ml), salmuera (1 x 100 ml), se secaron sobre sulfato sédico y el disolvente se retird a
vacio. El residuo se purificé mediante cromatografia en columna (acetato de etilo al 50%/hexano al 50% v/v) para dar
el compuesto del titulo 12 como un aceite transparente (3,4 g, 65% de rendimiento).

Ejemplo 17: Esquema de Reaccién 5
Preparacion de N-[etil-1-carboximetil)-4-(fenilamino) Jpiperidina (Compuesto 13)

El compuesto 13 se prepar6é de la misma manera que se esboza en el Ejemplo 1, usando etil(1-carboximetil)-4-
piperidona (compuesto 12) (7,4 g, 0,04 moles) y anilina (8,2 g, 0,14 moles) en 1,2-dicloroetano (120 ml) en presencia
de triacetoxiborohiduro sédico (8,5 g, 0,04 moles) y 4cido acético (4 ml). El compuesto del titulo se obtuvo después
de la purificacién mediante cromatografia en columna (gel de silice, metanol al 10% v/v en cloroformo) (8,4 g, 80%
de rendimiento).

Ejemplo 18: Esquema de Reaccién 5
Preparacion de N-(etil-carboximetil)-norfentanilo (Compuesto 14)
El compuesto 14 se preparé a partir del compuesto 13 (7,86 g, 0,03 moles) en tolueno anhidro y anhidrido propi6-

nico (8,59 g, 0,066 moles) usando el mismo método que se da en el Ejemplo 2. El compuesto 14 se obtuvo después de
la recristalizacidn en acetato de etilo/hexano (7,15 g, 75% de rendimiento).
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Ejemplo 19: Esquema de Reaccién 5
Preparacion de N-(carboximetil)-norfentanilo (Hapteno G)

A una solucién de compuesto 14 (3,78 g, 10 mmol) en metanol (80 ml) se afiadi6 hidréxido sédico 2 N (20 ml) y
la mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante 4 horas (la TLC mostraba que no estaban presentes materiales de
partida). La mezcla se redujo hasta sequedad, se afiadi6é agua (50 ml) y el pH se ajusté hasta 5 mediante la adicién
de HCI 1IN. El precipitado que se formaba se recogié mediante filtracion, se lavé con un poco de agua fria y se secod
durante la noche en presencia de pentoxido de fésforo. El sélido blanco obtenido corresponde al hapteno G (1,38 g,
50% de rendimiento).

Los datos de NMR para el hapteno G se presentan en la Figura 16.
Ejemplo 20
Preparacion de albiimina de suero bovino (BSA) - bromoacetilglicina

A una solucién de BSA (1 g) en tampén de borato 0,1 M (pH 8,5, 45 ml), enfriada hasta 0°C, se afiadi6 gota a gota
N-succinimidilbromoacetilglicina (0,375 g, 0,13 mmol) en DMF (5 ml). Durante la adicién el pH se mantuvo en 8.
Después de la adicién completa, el pH se estabilizé a 8 y la solucion se agit6é a 0°C durante 1 hora. El pH se ajusté
a continuacién hasta aproximadamente 7 y la solucién se dializé durante la noche a 4°C frente a agua destilada (2
cambios). La solucién se secé por congelacion a continuacion para dar aproximadamente 1 g de BSA modificada por
bromoacetilglicina.

El andlisis por MALDI-TOF (véase la Figura 7) muestra que estaba presente una sefial principal que indica una
masa protonada media para esta muestra de m/z 73.818. Las sefales en m/z 24.564, 36.897 y 147.713 estdn de acuer-
do con el componente principal en formas triplemente cargada, doblemente cargada y dimera, respectivamente. Se
observaron sefales adicionales incluyendo aquellas en m/z 14.927, 49.425 y 111.425.

Estos datos sugieren que 40,3 grupos lisina por molécula de BSA han sido modificados por la bromoacetilglicina.
Ejemplo 21
Produccion del inmunogeno A usando BSA modificada con bromoacetilglicina

El hapteno A (58,15 mg, 0,12 mmol) se disolvié en DMF anhidra (100 ul) y a esta solucién se afiadié solucién de
hidroxilamina (900 ul, PH 12). La mezcla se dejé reposar 10-15 minutos (la TLC mostraba la desaparicion del Hapteno
Ay la formacién de un nuevo compuesto de Rf inferior). Se afiadié tamp6n de fosfato para extinguir la reaccién y
el pH se ajust6 hasta 7 mediante la adiciéon de HCI1 0,05 N. Esta solucién se afiadié gota a gota a una solucién de la
BSA modificada del Ejemplo 20 (200 mg en 10 ml de agua) y la solucién se agit6 a 4°C durante la noche (protegida
de la luz). La solucién se dializé a continuacion frente a agua destilada durante 24 horas (3 cambios) y se secé por
congelacién. Los resultados de MALDI (véase la Figura 8 de los dibujos adjuntos) mostraban que 12,5 moléculas de
Hapteno A se habfan conjugado a una molécula de BSA modificada. Especificamente, estaba presente una sefial que
indica una masa protonada media para esta muestra de m/z 79.795. La sefial en m/z 39.759 estd de acuerdo con el
componente principal en forma doblemente cargada. Se observé una sefial adicional en m/z 15.654.

Ejemplo 22
Produccion del Inmunégeno G usando BSA modificada con bromoacetilglicina

La conjugacidn se llevé a cabo mediante el método dado en el Ejemplo 21 usando el Hapteno C.

Los resultados de MALDI (véase la Figura 9 de los dibujos adjuntos) mostraban que 7,2 moléculas del hapteno
C se habian conjugado a una molécula de BSA modificada. Especificamente, estaba presente una sefial principal que
indica una masa protonada media para esta muestra de m/z 76.770. La sefial en m/z 38.367 estd de acuerdo con el
componente principal en forma doblemente cargada. Se observé una sefial adicional en m/z 15.514.
Ejemplo 23: Esquema de Reaccién 4
Produccion del inmundgeno F usando BSA

Se disolvieron 50 mg de hidrocloruro de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) en 600 ul de agua y
se afiadieron inmediatamente a una solucién de 100 mg de BSA (1,5 umol) en 4 ml de agua. El Hapteno F (19,7 mg,
45 umol) disuelto en 2 ml de DMF anhidra se afiadi6 gota a gota, con agitacién. Se afiadieron 5 mg de sulfo-NHS y

la solucion resultante se incubd durante la noche a 37°C. La solucion se dializé a continuacion frente a 5 1 de solucidn
salina tamponada con fosfato (PBS), pH 7,2, durante 24 horas a 4°C, con agitacion.
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Los resultados de MALDI (véase la Figura 10 de los dibujos adjuntos) mostraban que 17,1 moléculas de Hapteno
F se habfan conjugado a una molécula de BSA. Especificamente, estaba presente una sefial principal que indica una
masa protonada media para esta muestra de m/z 73.590. La sefial en m/z 36.870 estd de acuerdo con el componente
principal en una forma doblemente cargada. Se observaron sefiales adicionales incluyendo aquella en m/z 14.177.

Ejemplo 24: Esquema de Reaccién 5
Produccion del Inmunégeno G usando BSA

Esta conjugacion se realizé mediante el método esbozado en el Ejemplo 23 usando el Hapteno G (12,57 mg, 43
umol).

Los resultados de MALDI (véase la Figura 11 de los dibujos adjuntos) mostraban que 10,4 moléculas de Hapteno
G se habian conjugado a una molécula de BSA. Especificamente, estaba presente una sefial principal que indica una
masa protonada media para esta muestra de m/z 69.355. La sefial en m/z 34.971 estd de acuerdo con un componente
principal en una forma doblemente cargada. Se observaron sefiales adicionales incluyendo aquella en m/z 13.924.

Ejemplo 25
Conjugacion de los Haptenos B y E al Agente Marcador (Peroxidasa de Rdbano Picante (HRP))

10 mg de EDC se disolvieron en 800 ul de agua y se afiadieron inmediatamente a una solucién del hapteno (1 mg)
en 200 ul de DMF. La solucién resultante se mezclé suavemente y a continuacién se afiadié una solucién de HPR (20
mg) en 1 ml de agua. Después de mezclar, se afiadieron 5 mg de sulfo-NHS y toda la reaccion se incubé durante la
noche a 37°C en la oscuridad. El conjugado resultante se purificé mediante el paso a través de dos columnas PD10
(Pharmacia Biotech), se eluyé con PBS 20 mM, pH 7,2, y a continuacién se dializé durante la noche a 4°C frente a
PBS 20 mM, pH 7,2.

Ejemplo 26
Conjugacion del Hapteno G al Agente Marcador (HRP)

10 ul de trietilamina (TEA) se afiadieron a una solucién del Hapteno G (1 mg) en 400 ul de DMF y la solucién
resultante se mezcl6 durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se afadieron a continuacién 4 ul de cloroformiato de
isobutilo (BCF) y se dejaron reaccionar durante 10 minutos adicionales a temperatura ambiente. El hapteno activado
se afiadié inmediatamente a una solucién de HRP (20 mg) en 2 ml de agua y la reaccion se incub6 durante la noche,
con mezcladura, a temperatura ambiente en la oscuridad. El conjugado resultante se purificé mediante el paso a través
de dos columnas PD10 (Pharmacia Biotech), se eluyé con PBS 20 mM, pH 7,2, y a continuacién se dializé durante la
noche a 4°C frente a PBS 20 mM, pH 7,2.

Ejemplo 27
Inmunizacion y Extraccion de Sangre

Una solucién acuosa de cada uno de los inmundgenos preparados en los Ejemplos 21, 22, 23 y 24 se formuld
con adyuvante completo de Freund (FCA) para formar una emulsién que consistia en 2 mg/ml de inmundgeno en
FCA al 50% (v/v). Se inmunizaron tres ovejas con esta emulsion, inyectdndose subcutdneamente 0,25 ml en cada
una de cuatro zonas del costado de cada animal. Inmunizaciones subsiguientes (refuerzos) contenfan 1 mg/ml de
inmundgeno emulsificado en adyuvante incompleto de Freund (FIA) al 50% (v/v) y se administraron de la misma
manera a intervalos mensuales durante un afio. El muestreo de sangre tuvo lugar de 7 a 14 dias después de cada
refuerzo. Cada muestra se procesé para producir antisuero, que se purificé adicionalmente mediante precipitacién con
acido caprilico y sulfato aménico para dar una fraccién de inmunoglobulina G (IgG). La fraccién de IgG se evalud
mediante ensayo en placa de microvaloracién de ELISA competitivo, segtin se describe posteriormente.

Ejemplo 28
Ensayos en placa de microvaloracion de ELISA competitivos para norfentanilo y fentanilo

(a) Los pocillos de una placa de microvaloracién de poliestireno de 96 pocillos con unién potenciada se revistieron
con la fraccién de IgG del antisuero producido para el inmundgeno A (Hapteno A-BSA) (Ejemplo 21), diluida en Tris
10 mM, pH 8,5 (125 p/pocillo). La dilucién de revestimiento de anticuerpo apropiada se determind usando técnicas
de cuadriculas de ELISA estdndar. La placa se incubé durante 2 horas a 37°C, se lavd cuatro veces con solucién
salina tamponada con Tris que contenia Tween 20 (TBST) y se secé por succion. Se prepararon soluciones estandar
de fentanilo y norfentanilo en TBST a 1, 5, 10, 50 y 500 ng/ml y 25 ul de cada una se afiadi6 a los pocillos apropiados
(véase la Figura 12). 100 ul de conjugado B (hapteno B-HRP) (Ejemplo 25), diluido en tamp6n de Tris que contiene
EDTA, D-manitol, sacarosa, timerosal y BSA, se afiadieron a cada uno de los pocillos, segtin se muestra en la Figura
12. La adicién apropiada del conjugado también se determiné usando técnicas de cuadriculas de ELISA estdndar. La
placa se incubé a 37°C durante 2 horas. El conjugado no unido en exceso se retir6 lavando 6 veces durante un periodo
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de 10 minutos con TBST. 125 ul de solucién de substrato de tetrametilbenzidina (TMB) se afladieron a cada pocillo de
la placa, que se incub6 a continuacién durante de 15 a 20 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente. La reaccién
se terminé mediante la adicién de 125 ul de H,SO, 0,2 M a cada pocillo. La absorbancia se midié a continuacién a
450 nm usando un lector de placas de microvaloracion. Los datos generados en el ensayo se presentan en la Tabla 1

posteriormente.

Datos generados a partir de un ensayo en placa de microvaloracion competitivo para norfentanilo y fentanilo
empleando antisuero producido para el inmundgeno A (hapteno A-BSA) (Ejemplo 21) y el conjugado B

ES 2284783 T3

TABLA

1

(hapteno B-HRP) como reactivo de deteccion (Ejemplo 25)

Concentraciéon Estindar Fentanilo Norfentanilo
ng/ml

Ayso %B/Bg Ajyso %B/B0
0 2,3 2,29
0,05 2,07 2,18 94,94
0,1 1,84 80,2 2,11 91,83
0,5 1,26 54,91 1,94 84,57
1 0,87 38,01 1,77 77,27
5 0,27 11,74 1,37 59,8
25 0,08 3,68 0,76 33,32
250 0,08 3,53 0,24 10,57
ICs 0,61 ng/ml 9,07 ng/ml
Ay4s0 = absorbancia a 450 nm
B = absorbancia a 450 nm a xng/ml de concentracion estandar
B, = absorbancia a 450 nm a 0 ng/ml de concentracién estandar
ICs = concentracion estandar que produce 50% de B/Bg
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(b) De una manera similar a la descrita en el Ejemplo 28(a) y usando las mismas definiciones para Aysy, B, By e
ICsy, los pocillos de una placa de microvaloracién de 96 pocillos se revistieron con la fraccién de IgG del antisuero
producido para el inmunégeno A (hapteno A-BSA) (Ejemplo 21) y el conjugado G (hapteno G-HRP) (Ejemplo 26) se
detecté como reactivo de deteccion. Los datos generados se presentan en la Tabla 2 posteriormente.
5

TABLA 2

10 Datos generados a partir de un ensayo en placa de microvaloracion competitivo para norfentanilo y fentanilo
empleando antisuero producido para el inmundgeno A (hapteno A-BSA) (Ejemplo 21) y el conjugado B
(hapteno G-HRP) como reactivo de deteccion (Ejemplo 26)

15 Concentracién Estandar Fentanilo Norfentanilo
ng/ml

» Asso %B/Bg Ayso %B/B0
0 1,99 1,94
0,05 1,94 97,09 1,85 95,69

» 0,1 1,94 97,54 1,82 93,93
0,5 1,71 85,9 1,67 86,31

30 1 1,47 73,66 1,52 78,48
5 0,4 19,97 1,03 53,04
25 0,07 3,54 0,56 29,14

35
250 0,03 1,43 0,14 7,05

40 ICs 2,03 ng/ml 6,14 ng/ml

45

50

55

60

65
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(c) De una manera similar a la descrita en el Ejemplo 28(a), los pocillos de una placa de microvaloracién de
96 pocillos se revistieron con la fraccién de IgG del antisuero producido para el inmunégeno C (hapteno C-BSA)
(Ejemplo 22) y el conjugado E (hapteno E-HRP) (Ejemplo 25) se emplea como reactivo de deteccién. Los datos
generados se presentan en la Tabla 3 posteriormente.

5
TABLA 3
O ands antisiers producido para el immingsens A (haptens C-B9) (Eemplo 2315 ¢l conjugdo 5
(hapteno E-HRP) como reactivo de deteccion (Ejemplo 25)

15 Concentracion Estandar Fentanilo Norfentanilo

ng/ml

Asso %B/By Ayso %B/B0

N 0 2,3 2,2

0,05 1,9 82,2 2,1 94,3
2 0,1 1,6 68,2 2,0 90,8

0,5 0,8 34,4 1,9 88,5
30 1 0,5 23,4 1,9 88,6

5 0,2 8,4 1,9 89,2

25 0,1 2,8 2,0 90,1
B 250 0,0 1,0 2,0 89,6
40 ICsp 0,24 ng/ml >250 ng/ml
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REIVINDICACIONES
1. Un inmundgeno de la férmula
0o
Z
Z— N

en la que Z,; es hidrégeno y Z, se selecciona de un reticulador acoplado a un material portador que confiere
antigenicidad o

en la que Z, es un reticulador acoplado a un material portador que confiere antigenicidad en una posicién orto, meta o
para, con la condicién de que el inmundgeno no sea un heterodimero de la férmula: (BKAn)(X)(Y); donde BKAn es
un péptido antagonista de bradiquinina;

en donde Y es:

R, _,/\:>_,>—/

donde R, es el grupo de conexion X de la férmula CH,CH,(Phe)CH,C(O).

2. Un conjugado de la férmula:

24— N
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en la que Z, es hidrégeno; Z, se selecciona de un reticulador unido covalentemente a un agente marcador que es
detectable o

X /
rZ AN
en la que Z, es un reticulador unido covalentemente a un agente marcador que es detectable en una posicién orto, meta

o0 para.

3. Un inmundgeno o un conjugado de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2, en el que el reticulador de Z, estd en la
posicién para.

4. Un inmunégeno o un conjugado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que
el reticulador termina, en su extremo libre antes del acoplamiento al material portador que confiere antigenicidad o la
unién a un agente marcador para formar el inmundgeno o el conjugado, respectivamente, con -CO-R, en el que R es
hidroxilo y un resto alquilo de cadena corta (C,_s), preferiblemente alquilo (C,_,).

5. Un inmunégeno o un conjugado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el
reticulador, antes del acoplamiento al material portador que confiere antigenicidad o la unién a un agente marcador
para formar el inmunégeno o el conjugado, respectivamente, comprende

—(NH), - (CO), - X, = (CH)q = S. - CO -R

en donde, independientemente, aes 06 1; bes 0 6 1; X es oxigeno o azufre; c es 0 6 1; d se selecciona de los nimeros
enteros 1-5,ees 06 1 y R es un resto alquilo de cadena corta (C,_s), preferiblemente un resto alquilo C,_,, o un resto
hidroxilo.

6. Un inmundgeno o un conjugado de acuerdo con la reivindicacién S, enel que aes 1;bes I;ces Oy des 2.

7. Un inmundégeno o un conjugado de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que e es 1 y R es metilo.

8. Un inmundgeno o un conjugado de acuerdo con la reivindicacién 6, en el que e es 0 y R es hidroxilo.

9. Un inmunégeno o un conjugado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6-8, en el que Z, es
hidrégeno y el reticulador Z, esté en la posicion para.

10. Un inmunégeno o un conjugado de acuerdo con la reivindicacién 5, enel que aes O; bes Oy ces 0.
11. Un inmunégeno o un conjugado de acuerdo con la reivindicacién 10, en el que d es 0; e es 1 y R es metilo.

12. Un inmunégeno o un conjugado de acuerdo con la reivindicacién 10, en el que des 0 6 1;ees 0 y R es
hidroxilo.

13. Un inmundgeno o un conjugado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10-12, en el que Z, es
el reticulador.

14. Un inmundgeno de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 y 3 a 13, en el que el material
portador que confiere antigenicidad se selecciona de una proteina, un fragmento proteinico, un polipéptido sintético y
un polipéptido semisintético.

15. Anticuerpos producidos contra un inmunégeno seleccionado del grupo que comprende un inmunégeno de la
férmula:

Q, Z,
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en la que Z; es hidrégeno y Z, se selecciona de un reticulador acoplado a un material portador que confiere
antigenicidad o

5/

2

en la que Z, es un reticulador acoplado a un material portador que confiere antigenicidad en una posicién orto, meta
o para o un inmundgeno de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 14, en donde los anticuerpos son
capaces de unirse a al menos un epitopo estructural de un metabolito de fentanilo o de un metabolito de un andlogo de
fentanilo.

16. Un procedimiento para preparar los anticuerpos de acuerdo con la reivindicacién 15, comprendiendo el proce-
dimiento las etapas de inmunizar a un animal mediante la administracion repetida del inmundgeno seleccionado del
grupo que comprende el inmundgeno de la férmula:

o) Z,

en la que Z; es hidrégeno y Z, se selecciona de un reticulador acoplado a un material portador que confiere
antigenicidad o

P/

en la que Z, es un reticulador acoplado a un material portador que confiere antigenicidad en una posicién orto, meta o
para o un inmundgeno de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 14, y recoger el suero resultante del
animal inmunizado.

17. Un conjugado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 13, en el que el agente marcador detec-
table se selecciona de una enzima, que es preferiblemente una peroxidasa, lo més preferiblemente una peroxidasa de
rdbano picante; una substancia luminiscente, que se selecciona preferiblemente de una substancia bioluminiscente, una
substancia quimioluminiscente o una substancia fluorescente, o una mezcla de las mismas; y un substancia radiactiva;
0 una mezcla de las mismas.

18. Un método para detectar, o determinar la cantidad de, metabolitos de fentanilo o de metabolitos de andlogos de
fentanilo en una muestra, comprendiendo el método poner en contacto la muestra con un conjugado de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 13 y 17, o una mezcla de los mismos, y con los anticuerpos de acuerdo con
la reivindicacién 15 o una mezcla de los mismos; detectar, o determinar la cantidad de, conjugado unido; y deducir de
una curva de calibracidn la presencia, o la cantidad de, metabolitos de fentanilo y metabolitos de analogos de fentanilo
en la muestra.

19. Un estuche para detectar, o determinar la cantidad de, metabolitos de fentanilo o metabolitos de andlogos de

fentanilo, incluyendo el estuche un conjugado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2a 13y 17 o una
mezcla de los mismos los anticuerpos de acuerdo con la reivindicacién 15 o una mezcla de los mismos.
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20. Un método o un estuche de acuerdo con la reivindicacién 18 6 19, en el que los anticuerpos se producen contra

un inmundgeno en el que Z, es el reticulador.

21. Un método o un estuche de cuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 18 a 20, en el que Z, del

conjugado es el reticulador.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 5
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Figura 12: Ensayo en placa de microvaloracién de ELISA competitivo
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