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DESCRIPCION

Estabilizacion de conjugados que comprenden una molécula conectora de tiourea
Antecedentes de la invencion

La presente invencion da a conocer una composicion que contiene un conjugado que comprende dos grupos unidos
covalentemente mediante una molécula conectora de tiourea y tiourea o un derivado de la misma en forma libre.
Asimismo, se refiere a un método para estabilizar un conjugado que comprende dos grupos unidos covalentemente
mediante una molécula conectora de tiourea, comprendiendo el método las etapas de proporcionar el conjugado,
afadir al mismo tiourea o un derivado de la misma en forma libre, y estabilizar de esta manera el conjugado, y a la
utilizacién de una composicién que contiene un conjugado que comprende dos grupos unidos covalentemente
mediante una molécula conectora de tiourea y tiourea o un derivado de la misma en forma libre.

El quimico dispone de una gran diversidad de moléculas conectoras homobifuncionales y heterobifuncionales para
unir covalentemente entre si dos grupos de interés mediante dicha molécula conectora. La tiourea es una molécula
conectora corta homobifuncional.

Puede intentarse la utilizacién de la tiourea como molécula conectora tras evaluar las moléculas conectoras
homobifuncionales para su aplicabilidad a la unién de dos grupos entre si con el fin de obtener un conjugado de
estos dos grupos unidos entre si covalentemente mediante la molécula conectora de tiourea.

En algunos casos la utilizacion de la tiourea comporta efectos deseados y ventajosos adicionales. Dichas
propiedades ventajosas de una molécula conectora de tiourea han sido descritas en, por ejemplo, la patente US n®
6.586.460. Una molécula conectora de tiourea también puede suponer, por ejemplo, que ésta mantenga la distancia
correcta entre dos grupos de interés. En otros casos determinados, los grupos reactivos presentes en los grupos que
deben unirse entre si justifican la utilizacion de tiourea. Alternativamente, puede ocurrir que se sintetice un primer
producto intermediario que comprenda uno de los grupos de interés y tiourea ya unida al mismo, permitiendo de esta
manera el acoplamiento a un segundo grupo de interés a través del grupo amino libre de tiourea todavia disponible
para dicho acoplamiento.

Samuel Achilefu et al. (J. Med. Chem. 45:2003-2015, 2002) informan de un conjugado entre la fluoresceina y un
péptido carbocianina que comprende tiourea como molécula conectora.

La patente WO n® 2006/032441 describe, por ejemplo, conjugados entre el isotiocianato de fluoresceina y la
celobiosa 0 manosa, respectivamente.

Con frecuencia, una molécula conectora de tiourea simplemente representara la molécula conectora
homobifuncional de eleccion mas conveniente.

Una molécula conectora de tiourea, en el caso de que un conjugado que comprenda dicha molécula conectora se
almacene con cuidado, habitualmente serd bastante estable. Sin embargo, en los casos en que no puedan
controlarse extensivamente las condiciones de almacenamiento, por ejemplo durante el transporte en una cadena de
transporte no refrigerada, un conjugado que comprenda una molécula conectora de tiourea podria deteriorarse.

También pueden ponerse de manifiesto efectos negativos de estrés térmico, que requieran medidas compensatorias
bajo condiciones de estrés durante el transporte. En el caso de que, por ejemplo, se utilice a modo de material
denominado trazador en un inmunoensayo un conjugado que comprende dos grupos, por ejemplo un analito y un
marcaje unido covalentemente mediante una molécula conectora de tiourea, dicho reactivo deberia ser estable
durante el maximo tiempo posible, tanto durante el transporte como también cargado en un analizador.

Evidentemente resultaria bastante ventajoso evitar el deterioro de un conjugado que comprende dos grupos unidos
covalentemente mediante una molécula conectora de tiourea y se protegiera o estabilizara de esta manera el
conjugado. Mediante dicha estabilizacion se reduciria el deterioro del conjugado. Esto podria conducir, por ejemplo,
a una estabilidad mejorada durante el envio de dicho conjugado o bajo condiciones de almacenamiento de largo
plazo.

Ahora se ha encontrado y se ha establecido que la tiourea en forma libre o un derivado apropiado de la misma, en
caso de que se afiade a un conjugado que comprende dos grupos unidos covalentemente mediante una molécula
conectora de tiourea, resulta muy efectiva en la reduccién del deterioro de dicho conjugado.

Las composiciones y métodos descritos en la presente invencion aparentemente resultan apropiados para mejorar la

estabilidad de un conjugado que comprende dos grupos unidos covalentemente mediante una molécula conectora
de tiourea, tanto bajo condiciones de transporte como cargado en un analizador.
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Descripcion resumida de la invencion

La presente invencién da a conocer una composicion que contiene un conjugado que comprende dos grupos unidos
covalentemente mediante una molécula conectora de tiourea y tiourea o un derivado de la misma en forma libre.

Se describe un método para estabilizar un conjugado que comprende dos grupos unidos covalentemente mediante
una molécula conectora de tiourea, comprendiendo el método las etapas de proporcionar el conjugado, anadir al
mismo tiourea o un derivado de la misma en forma libre y estabilizar de esta manera el conjugado.

También se da a conocer la amplia aplicabilidad y utilizacion de la tiourea o de un derivado apropiado de la misma
como estabilizador de un conjugado que comprende dos grupos unidos covalentemente mediante una molécula
conectora de tiourea.

Descripcion detallada de la invencion

En una primera realizacion, la presente invencion se refiere a una composicion que contiene un conjugado purificado
que comprende dos grupos unidos covalentemente mediante una molécula conectora de tiourea y tiourea o un
derivado de la misma segun se define en las reivindicaciones en forma libre.

Tal como se ha indicado anteriormente, los inventores de la presente invencion han encontrado que la tiourea en
forma libre puede estabilizar un conjugado que comprende un enlace tiourea, siendo esto especialmente cierto en el
caso de que el conjugado que requiere estabilizacién ha sido almacenado en forma liquida. Tal como apreciara el
experto en la materia, dicho efecto estabilizador no requiere necesariamente la utilizacion de tiourea libre, debido a
que también pueden utilizarse derivados de tiourea que muestran propiedades quimicas similares con respecto a la
estabilizacion. El experto en la materia podra seleccionar facilmente los derivados de tiourea apropiados. Son
ejemplos apropiados, aunque no limitativos, de derivados de tiourea, ditiobiurea, N-acetiltiourea, 2-imidazolintiona,
N,N'-dimetiltiourea, 1-metil-2-tiourea y 1,1,3,3-tetrametil-2-tiourea. Preferentemente el derivado de tiourea se
encontrara en la forma alquilada de tiourea, en la que uno, dos, tres o la totalidad de los cuatro atomos de hidrégeno
de la tiourea se sustituyen con alquilo inferior, es decir, con un alquilo de seis o menos atomos de carbono.
Preferentemente dicho alquilo sera metilo y/o etilo. Otros sustituyentes preferentes en uno o ambos nitrégenos de la
tiourea comprenden acetilo, alquenilo C1-C6 y tiourea. En un derivado de tiourea preferente adicional, se encuentra
presente un puente alquilo o alquileno entre los dos atomos de nitrégeno, presentando dos o tres atomos de C. Tal
como apreciara el experto en la materia, también resulta posible utilizar una mezcla de tiourea libre y un derivado de
tiourea, o utilizar una mezcla de diferentes derivados de tiourea con el fin de estabilizar un conjugado que
comprenda una molécula conectora de tiourea.

El término "purificado” se refiere al nivel del conjugado deseado en comparacion con el nivel de los intermediarios de
reaccion y de los productos secundarios de reaccion. Un conjugado purificado es una preparacién de dicho
conjugado que consiste de por lo menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 por lo menos 99% del
conjugado de interés. Los niveles de pureza preferentes son por lo menos 90%, por lo menos 95% o por lo menos
98%, respectivamente.

Los grupos unidos covalentemente mediante un puente tiourea pueden ser cualquier grupo de interés en la quimica
organica o en la bioquimica. Preferentemente, por lo menos un grupo presentara un peso molecular de 100 daltons
0 més, o también preferentemente 150 6 200 daltons o més. También preferentemente, ambos grupos presentaran
un peso molecular de 100 daltons o mas, o también preferentemente 150 6 200 daltons o mas. Preferentemente, por
lo menos uno de los grupos grupos unidos mediante una molécula conectora de tiourea presentara un peso
molecular de 20.000 daltons o inferior, también preferentemente de 10.000 daltons o inferior, o de 5.000 daltons o
inferior.

Preferentemente, el conjugado comprendido en una composicion segun la presente invencion presenta la férmula 1.
R1,R2-N-CS-N-R3,R4 Férmula |

en la que R1 representa un primer grupo que es capaz de unirse a una pareja de unioén, en la que R2 y R3

representan independientemente H, alquilo C1-C6, alquenilo C1-C6 o acetilo, o en la que R2 y R3 forman un puente

alquilo o alquileno C2 o C3 entre los dos atomos de nitrégeno, y en la que R4 representa un marcaje.

Preferentemente la composicion de la presente invencién comprende por lo menos un primer grupo que es capaz de
unirse a una pareja de union.

Preferentemente la pareja de unién es un miembro de una pareja de unién especifica. Son parejas de unién bien
conocidas y adecuadas en biologia, bioquimica o inmunoquimica, un hapteno o un antigeno capaz de unirse a un
anticuerpo, biotina o analogos de biotina tales como aminobiotina, iminobiotina o destiobiotina capaces de unirse a
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avidina o a estreptavidina, azdcar, capaz de unirse a lectina, un acido nucleico o un anélogo de &cido nucleico
capaces de unirse a un acido nucleico complementario, un receptor capaz de unirse a un ligando, por ejemplo un
receptor de hormona esteroidea capaz de unirse a una hormona esteroidea. Estas parejas de unién también pueden
denominarse parejas de unién bioafines. Son miembros preferentes de una pareja de unién, un hapteno de un
antigeno y un anticuerpo que se une a este hapteno o a este antigeno, respectivamente. También resulta preferente
una pareja de union peptidica que puede obtenerse, por ejemplo, mediante expresién fagica (ver, por ejemplo, Allen
etal., TIBS 20:511-516, 1995).

En una realizacién preferente, la pareja de unién a la que es capaz de unirse el primer grupo 0 grupos €s un
anticuerpo, y el primer grupo representa un analito o un derivado de analito.

Una pareja de unién presenta una afinidad de por lo menos 10’ I/mol para su molécula diana correspondiente, es
decir, el segundo componente de una pareja de union. La pareja de unién preferentemente presenta una afinidad de
10® I/mol, o todavia mas preferentemente de 10° I/mol para su molécula diana.

También preferentemente, la pareja de unién se une especificamente a la molécula diana de interés. Tal como
apreciara el experto en la materia, el término "especifico" frecuentemente se utiliza para indicar adicionalmente que
algunas moléculas biol6gicas aparte de la molécula diana presentes en una muestra no se unen significativamente
al agente especifico de union. Preferentemente, el nivel de unién a una molécula bioldgica aparte de la molécula
diana resulta en una afinidad de unién que es so6lo 10% o inferior, mas preferentemente sélo 5% o inferior, a la
afinidad de la molécula diana. Una pareja de unidén especifica mas preferente satisfara los criterios de minimos
anteriormente indicados para afinidad y especificidad.

Preferentemente, el primer grupo o grupos que forman parte de un conjugado que debe estabilizarse mediante un
método o en una composicion segun la presente invencién, es un analito de bajo peso molecular o un derivado
inmunolégicamente equivalente del mismo.

Preferentemente, dicho analito de bajo peso molecular presenta un peso molecular de 2.000 daltons o menos. La
expresion "derivado inmunolégicamente equivalente" se utiliza para indicar que el primer grupo o grupos no son
necesariamente idénticos al analito de bajo peso molecular de interés. Por el contrario resulta suficiente con
frecuencia utilizar una estructura o derivado estrechamente relacionado de dicho analito para formar el conjugado tal
como se ha comentado anteriormente. Un analito derivado es suficiente como equivalente o sustituto del analito
diana con la condicion de que se una del mismo modo a la pareja de unién utilizada en la deteccién de dicho analito
de interés. Preferentemente, el primer grupo es capaz de unirse a un anticuerpo.

Son analitos de bajo peso molecular preferentes, los farmacos terapéuticos y los farmacos con potencial de abuso.
El farmaco terapéutico preferentemente se selecciona de entre el grupo que consiste de aminoglucésidos, tales
como amicacina, gentamicina y tobramicina, carbamacepina, lidocaina, procainamida, barbitdricos tales como
fenobarbiturato y secobarbiturato, fenitoina, primidona, quinidina, tiroxina, T3, teofilina, acido valproico, vancomicina
y metabolitos o derivados fisiolégicos de la totalidad de los mismos.

El farmaco con potencial de abuso preferentemente se selecciona de entre el grupo que consiste de anfetamina,
cocaina, metabolitos de la cocaina tales como la benzoilecgnonina, la metanfetamina, opiaceos y derivados de
opiaceos, canabinoides tales como el tetrahidrocanabinol, y la fenciclidina. Un analito diana preferente adicional es
el folato, especialmente el denominado folato total, tal como se encuentra en el plasma sanguineo y en los glébulos
rojos.

Los analitos diana preferentes son los farmacos inmunosupresores. El farmaco inmunosupresor preferentemente se
selecciona de entre el grupo que consiste de ciclosporina (CsA), micofenolato mofetil (MMF), rapamicina (RAPA,
también denominada sirolimus), tacrolimus (FK-506), azatioprina (AZA) y metilprednisolona (MP).

En una realizacion preferente adicional, el conjugado contenido en la composicion de la presente invencion
comprende un marcaje. Un marcaje es una sustancia detectable directa o indirectamente, respectivamente.

El marcaje segun la presente invencion puede ser un marcaje detectable directamente o un marcaje detectable
indirectamente. Ambos tipos de marcaje son bien conocidos por el experto en la materia y éste seleccionara el
marcaje apropiado segun sus necesidades.

Son marcajes bien conocidos y preferentes que son directamente detectables, los grupos luminiscentes, por ejemplo
grupos quimioluminiscentes como los ésteres de acridinio o los dioxetanos, o los pigmentos fluorescentes, por
ejemplo la fluoresceina, la coumarina, la rodamina, la oxazina, la resorufina, la cianina y los derivados de los
mismos. Otros ejemplos preferentes de grupos de marcaje directamente detectables son complejos metalicos
luminiscentes tales como complejos metalicos luminiscentes tales como complejos de rutenio o europio; enzimas,
por ejemplo enzimas utilizados en métodos ELISA o partes de enzimas, tales como los utilizados en CEDIA
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(inmunoensayo de donante para enzima clonado, por ejemplo en la patente EP n® A-O 061 888) y los is6topos
radioactivos. Los marcajes detectables indirectamente son grupos que son capaces de unirse a una pareja de union
especifica que porta un marcaje directamente detectable, tal como se describe en el parrafo anterior.

Los marcajes detectables indirectamente preferentes son parejas de unién de bajo peso molecular de parejas de
unién de alta afinidad tales como haptenos capaces de unirse a un anticuerpo, biotina capaz de unirse a avidina o
estreptavidina, o acidos nucleicos capaces de unirse a acidos nucleicos complementarios. Los haptenos son
moléculas pequefias con un peso molecular inferior a 2 kDa, preferentemente inferior a 1,5 kDa y mas
preferentemente inferior a 1 kDa. Un hapteno no es inmunogénico por si mismo. Sin embargo, al conjugarse con una
molécula portadora apropiada, puede utilizarse dicho conjugado para convertir al hapteno en inmunogénico y
generar de esta manera una respuesta inmunolégica apropiada. Los anticuerpos policlonales, asi como los
monoclonales, contra haptenos de diversos tipos son bien conocidos de la técnica. Son haptenos bien conocidos y
preferentes, por ejemplo, la biotina, el dinitrofenilfosfato, las hormonas esteroideas, muchos farmacos de bajo peso
molecular, la digoxina y la digoxigenina.

Con el fin de conseguir una estabilizacion razonable de un conjugado que comprende una molécula conectora de
tiourea, el experto en la materia determinara qué proporcion molecular de conjugado a tiourea libre es mas
adecuada para conseguir el efecto deseado. En una realizaciéon preferente, la composicién segun la presente
invencion contiene tiourea o un derivado de la misma en forma libre en una concentracién por lo menos equimolar
con la molécula conectora de tiourea comprendida en el conjugado. En una realizacién preferente, la composicion
segun la presente invencion contiene tiourea o un derivado de la misma en forma libre en una concentracion por lo
menos equimolar a la molécula conectora de tiourea comprendida en el conjugado.

Preferentemente, la composicién de la presente invencion comprende tiourea o un derivado de la misma en un
exceso molar de aproximadamente 1.000 veces respecto a la concentracion del conjugado que contiene tiourea que
requiere estabilizacion/proteccion.

Las concentraciones elevadas de tiourea o de un derivado de la misma aparentemente no presentan un efecto
negativo sobre el conjugado que debe estabilizarse. El experto en la materia podra seleccionar facilmente la
concentracién mas alta de tiourea o de un derivado de la misma para su uso pretendido. Preferentemente, la
composicién de la presente invencidon comprende tiourea o un derivado de la misma en un exceso molar de
aproximadamente 10° veces 0 menos respecto a la concentracion del conjugado que contiene tiourea que requiere
estabilizacion/proteccion. También preferentemente el exceso molar sera 10* veces 0 menos 6 5.000 veces o menos
en comparacion con la concentracion del conjugado que contiene tiourea que requiere estabilizacion/proteccion.

En una realizacion preferente, la presente invencion se refiere a un método para estabilizar un conjugado que
comprende dos grupos unidos covalentemente mediante una molécula conectora de tiourea, comprendiendo el
método: proporcionar el conjugado, afiadir al mismo tiourea o un derivado de la misma segun las reivindicaciones en
forma libre y estabilizar de esta manera el conjugado.

Habitualmente el conjugado que comprende dos grupos unidos covalentemente mediante una molécula conectora
de tiourea se sintetiza quimicamente y el conjugado deseado se purificad por medios apropiados, tales como la
cromatografia. El conjugado habitualmente puede almacenarse bajo condiciones de almacenamiento apropiadas,
preferentemente congelado hasta que se necesite para formular una composicién liquida que comprende el
conjugado. El liquido, preferentemente un tampdn, que recibe el conjugado, podria ya contener la tiourea libre o un
derivado de la misma, o dichos estabilizadores pueden afadirse al liquido simultaneamente o después de la adicion
del conjugado.

Tal como apreciara el experto en la materia, el método de estabilizacién de un conjugado que comprende una
molécula conectora de tiourea que une covalentemente dos grupos puede ponerse en practica con cualquiera de los
conjugados y grupos preferentes, respectivamente, tal como se ha descrito anteriormente en la presente memoria.

Preferentemente, el método se pone en practica con un conjugado que comprende una molécula conectora de
tiourea que une covalentemente dos grupos y que presenta por lo menos un primer grupo que es capaz de unirse a
una pareja de union.

También resulta preferente que el método se aplique para estabilizar un conjugado que comprende una molécula
conectora de tiourea que une covalentemente dos grupos y que presenta por lo menos un segundo grupo que es un
grupo de marcaje.

También resulta preferente que el método se aplique a la estabilizacion de un conjugado que comprende una
molécula conectora de tiourea que une covalentemente dos grupos y que presenta por lo menos un primer grupo
que es capaz de unirse a una pareja de unién y por lo menos un segundo grupo que es un grupo de marcaje.
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Preferentemente, el método para estabilizar el conjugado que comprende una molécula conectora de tiourea que
une covalentemente dos grupos se pone en practica mediante la adicién de tiourea en forma libre o de un derivado
de tiourea en forma libre hasta una concentracién final que es por lo menos una concentracién equimolar y, como
maximo, un exceso molar de 10° veces respecto a la molécula conectora de tiourea comprendida en el conjugado.

Una realizacién preferente adicional se refiere a la utilizacion de tiourea o de un derivado de la misma segun las
reivindicaciones como estabilizador para un conjugado que comprende dos grupos unidos covalentemente mediante
una molécula conectora de tiourea.

Los ejemplos y figuras siguientes se proporcionan con el fin de ayudar a la comprensién de la presente invencion, el
alcance real de la cual se proporciona en las reivindicaciones adjuntas.

Descripcion de las figuras

Figura 1 Estructura de un conjugado de carbamazepina-fluoresceina. El conjugado ilustrado
comprende un grupo que es capaz de unirse a una pareja de union (la carbamazepina que puede
unirse a un anticuerpo de la misma) y un marcaje (fluoresceina) que se unen entre si mediante
tiourea.

Figura 2 Estabilidad frente al estrés del trazador carbamazepina. Se ilustra la estabilizador del trazador
a 45°C para preparaciones de trazador sin aditivo (sin aditivo) o para preparaciones que
comprenden acido ascorbico (AA), tiourea (THU), sulfito sédico (NaxSOs) (sulfito) y 1,4-ditiotreitol
(DTE), respectivamente. Los puntos temporales mostrados son 0, 1, 2, 3 y 4 semanas,
respectivamente.

Figura 3 Efecto sobre la estabilidad/inestabilidad de un conjugado de trazador integrado sobre las
lecturas de muestras de control. Se midieron muestras de control que comprendian tres niveles
diferentes de carbamazepina con una preparacion de trazador que se dejo en el analizador durante
un maximo de 12 semanas. Las concentraciones calculadas de estos controles se proporcionan
dependiendo del tiempo de almacenamiento integrado. Los valores altos se traducen en un
deterioro del trazador. Se muestran los datos para dos preparaciones de conjugado de trazador
(ver la fig.1) sin (figura 3A) y con tiourea (figura 3B) a modo de estabilizador, respectivamente.

Ejemplo 1
Efecto de diversos antioxidantes sobre la estabilidad de un conjugado que contiene tiourea

El conjugado ilustrado en la fig. 1, que comprende carbamazepina como grupo que es capaz de unirse a una pareja
de unién, fluoresceina a modo de marcaje y una molécula conectora de tiourea, se utiliza como conjugado modelo
para demostrar tanto los problemas de estabilidad que pueden aparecer, asi como la manera de estabilizar dicho
conjugado.

Se investigd la estabilidad del conjugado de carbamazepina-fluoresceina en tampdn que contenia diferentes
antioxidantes. Se evaluaron diversos antioxidantes para su efecto sobre la estabilizaciéon del conjugado utilizados en
el reactivo trazador. Se afadieron acido ascérbico (AA), tiourea (THU), sulfito sédico (Na2SOs) y 1,4-ditiotreitol (DTE)
al reactivo trazador del ensayo de carbamazepina a una concentracién final de 20 mmoles/l. Se mezclaron 320 pl de
tampon Tris 50 mM a pH 7,5 con o sin antioxidantes a 20 mM, con 40 ul de DMF, y 40 ug de conjugado disueltos en
dichos 40 ul de DMF.

Se almacenaron a 4°C alicuotas de cada uno de las mezclas de reactivos resultantes, mientras que otras alicuotas
se sometieron a estrés térmico mediante almacenamiento a 45°C. Estas alicuotas se compararon entre si, asi como
con una preparacion de trazador que no contenia antioxidante. Se analiz6 la estabilidad del trazador tras una, dos,
tres y cuatro semanas, respectivamente.

Se analizaron las muestras mediante HPLC utilizando una columna de fase inversa (Zorbax C3) y un gradiente acido
de agua/acetonitrilo a 60°C cada semana. Se calculé la estabilidad del conjugado a partir de los picos obtenidos en
el andlisis de HPLC.

Resulta evidente a partir de la figura 2 que el efecto estabilizador sobre el conjugado de carbamazepina-
fluoresceina, es decir, un conjugado entre dos grupos que comprende una molécula conectora de tiourea,
aparentemente no se debe a un mero efecto antioxidante, debido a que Unicamente la tiourea proporciona
estabilizacion a 45°C, mientras que antioxidantes como el acido ascorbico o el ditiotreitol presentaron incluso un
impacto negativo sobre la estabilidad del conjugado.
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Ejemplo 2
Compatibilidad de la tiourea con reactivos inmunolégicos

La carbamazepina puede medirse, por ejemplo, con el kit de ensayo de carbamazepina disponible comercialmente
de Roche Diagnostics (n° de pedido 20737828). En este ensayo, se utiliza un conjugado de carbamazepina-
fluoresceina como reactivo trazador.

Brevemente, el ensayo de carbamazepina disponible comercialmente de Roche funciona del modo siguiente. Se
establece una curva estandar o de calibracion haciendo reaccionar diferentes cantidades de carbamazepina con el
conjugado de la fig. 1y con un anticuerpo contra la carbamazepina; de modo similar, se mezcla una alicuota de la
muestra que debe analizarse con un reactivo que comprende el conjugado de carbamazepina-fluoresceina y un
reactivo que comprende un anticuerpo contra carbamazepina. La carbamazepina en la muestra (o estandar) y el
conjugado compiten para la unién con el anticuerpo. El complejo de anticuerpo-carbamazepina-fluoresceina se
detecta especificamente. Cuanto mas carbamazepina haya en una muestra, menor sera la sefial generada para esa
muestra. Se lee la sefal de la muestra en la curva de calibraciéon y se traduce seguidamente en concentracion de
carbamazepina en la muestra. Los detalles procedimentales completos del ensayo disponible comercialmente
pueden obtenerse del impreso en el paquete para el n° de cat. 20737828 de Roche Diagnostics y no es necesario
reproducirlos en la presente memoria. En el caso de que se planteen preguntas relativas a los detalles de las
mediciones, se hace referencia especifica al impreso contenido en el paquete.

Se utilizé el trazador que comprendia el conjugado de carbamazepina-fluoresceina, es decir un conjugado en el que
los grupos carbamazepina y fluoresceina se encontraban unidos por la tiourea. Para la evaluacién de los efectos de
la tiourea sobre los reactivos inmunolégicos del ensayo comercial de carbamazepina, la medicién se llev6 a cabo
siguiendo las instrucciones del fabricante. Se preparé el reactivo trazador para este experimento con y sin tiourea
(20 mM), respectivamente.

Tal como puede observarse en la Tabla 1, la adicion de tiourea (THU) a una mezcla de reactivos trazadores
preparada analogamente al trazador utilizado en el producto comercial, no interferia con la medicién de la
carbamazepina, debido a que se midieron sefiales comparables para un trazador con y sin tiourea.

Tabla 1:
Senal medida con y sin tiourea como estabilizador
Estandar Carba::‘a:;epina, taa:f)?tg:iladsa;i?: ;ﬁﬁr(alljr?alg?gii
THU THU
Std-F 20 125,91 126,54
Std-E 10 148,96 150,65
Std-D 5 180,09 181,52
Std-C 2,5 213,43 215,87
Std-B 1,25 240,25 242,35
Std-A 0 268,88 269,48

Ejemplo 3
Efecto de la tiourea sobre la estabilidad frente al estrés térmico de un conjugado unido con tiourea

Las condiciones de almacenamiento de largo plazo a temperatura refrigerada, asi como las condiciones de estrés
térmico durante el transporte se evallan frecuentemente mediante modelos de estrés térmico de corto plazo. Se
preparo el reactivo trazador para este experimento con y sin tiourea (20 mM), respectivamente, y la medicion se llevo
a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante. Se evalu6 la estabilidad de la solucién que contenia el conjugado
de carbamazepina-fluoresceina en presencia o en ausencia de tiourea libre (20 m) tras el almacenamiento de tres
semanas a 45°C y se comparacion con una solucion de trazador que no contenia estabilizador analizada el dia cero.

Tal como puede observarse en la Tabla 2, la adicién de tiourea a una mezcla de reactivos trazadores preparada
analogamente al trazador utilizado en el producto comercial, estabiliza dicha mezcla de reactivos incluso en el caso
de que se almacene bajo condiciones de estrés térmico, es decir, durante tres semanas a 45°C.
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Efecto de la tiourea libre sot?re I,a estabilidad del trazador bajo
estrés térmico
Tasa dia 0 3 se‘rlnsigas a 3 serszcn:as a
Estandar sin tiourea sin tiourea con tiourea
Std-F 127,42 119,78 125,74
Std-E 151,18 141,23 148,57
Std-D 180,14 168,25 178,86
Std-C 213,34 201,40 210,42
Std-B 242,59 227,37 238,27
Std-A 277,80 262,60 272,62

Tal como se ha indicado anteriormente, las soluciones de calibrador, es decir aquellas soluciones utilizadas para
establecer una curva de calibracién a partir de la que pueden leerse los valores de absorbancia y calcularse las
concentraciones correspondientes, también contienen el conjugado de la fig. 1.

Ejemplo 4
Efecto de la concentracion de tiourea sobre la estabilidad de un conjugado unido con tiourea

Se evaluaron tres concentraciones diferentes de tiourea, es decir 10 mM, 20 mM y 30 mM, respectivamente, para
sus efectos estabilizadores sobre cuatro preparaciones diferentes de conjugados de carbamazepina-fluoresceina.
Se llevd a cabo la medicién tal como se ha indicado anteriormente. Se evalué la estabilidad del conjugado de
trazador mediante la lectura de las sefales del calibrador mas alto comprendido en el ensayo de carbamazepina
disponible comercialmente tras el almacenamiento a 45°C durante dos semanas en comparacion con la sefal el dia
cero.

Resulta evidente a partir de la Tabla 3 que la totalidad de las tres concentraciones de tiourea sometidas a ensayo
aparentemente estabilizaban un conjugado de carbamazepina-fluoresceina. Mientras que el grado de pérdida de
sefal sin estabilizador mostraba cierta variabilidad, el efecto estabilizador de la tiourea libre aparentemente
eliminaba la inestabilidad independientemente de las propiedades basicas de estabilidad (es decir, sin adicion de
tiourea) de dicho conjugado de carbamazepina-fluoresceina.

Tabla 3:
Pérdida de senal del calibrador mas alto
Cal A [Amp] Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4
0 mmol/L 18,10 11,89 7,94 8,15
10 mmol/L 4,01 3,41 4,75 4,18
20 mmol/L 4,94 5,60 3,48 3,45
30 mmol/L 4,82 4,20 3,81 4,37

Ejemplo 5
Efecto de la estabilizacion del trazador mediada por tiourea sobre la recuperacion de carbamazepina

Se utilizé un lote bastante inestable de un conjugado de carbamazepina-fluoresceina para preparar una solucion de
trazador con y sin tiourea como estabilizador y se investigd la estabilidad integrada de dicho reactivo durante un
periodo de 16 semanas. Se evalu6 indirectamente la estabilidad del trazador mediante una medicion cuantitativa de
tres muestras diferentes que contenian 3,33, 9,66 y 15,07 ug/ml de carbamazepina, respectivamente.

Tal como puede apreciarse facilmente a partir de una comparacion de las figuras 3a y 3b, la adicién de tiourea en
8
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forma libre también estabiliza el conjugado de trazador dentro del analizador. La tiourea libre afadida a un
conjugado que comprende una molécula conectora de tiourea aparentemente mejora la estabilidad del conjugado
bajo diversos condiciones, tales como el estrés térmico de corto plazo o en el interior de un analizador automatico.

Ejemplo 6

Evaluacion de diversos derivados de la tiourea

Se afiadieron diferentes derivados de tiourea al reactivo trazador de carbamazepina a una concentracion final de 20
mmolar. Se midieron las sefiales de calibrador el dia 0 y tras 15 dias a 4°C y a 35°C, respectivamente. Todos los
valores en las Tablas 4 y 5, respectivamente, se proporcionan en % del valor correspondiente para el dia 0. En la
columna denominada "referencia" se utiliz6 tiourea como estabilizador, mientras que en CARB1, se utilizd
ditiobiurea, en CARB2, N-acetiltiourea, en CARB3, 2-imidazolintiona, en CARB4, N,N'-dimetil-tiourea, en CARB5, 1-

ES 236971713

metil-2-tioura, y en CARBS, 1,1,3,3-tetrametil-2-tiourea, respectivamente, como estabilizador.

Tabla 4:
Recuperacion de las sefiales de calibrador tras el almacenamiento de 15 dias a 4°C:
Estandar | Referencia | CARB1 | CARB2 | CARB3 | CARB4 | CARB5 | CARB6
Std-F 99% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
Std-E 100% 100% 101% 100% 100% 101% 100%
Std-D 99% 100% 101% 100% 100% 101% 100%
Std-C 99% 100% 100% 100% 100% 101% 99%
Std-B 100% 100% 101% 100% 100% 101% 100%
Std-A 100% 100% 100% 100% 100% 100% 99%

La recuperacién fue buena con todos los derivados de tiourea utilizados.

Tabla 5:

Recuperacion de las sefiales de calibrador tras el almacenamiento de 15 dias a 35°C
Estandar | Referencia | CARB1 | CARB2 | CARB3 | CARB4 | CARB5 | CARB6
Std-F 97% 99% 101% 99% 100% 99% 99%
Std-E 98% 100% 101 % 99% 99% 99% 99%
Std-D 98% 100% 101% 99% 99% 100% 99%
Std-C 97% 100% 101% 99% 100% 99% 98%
Std-B 98% 99% 101% 99% 99% 99% 98%
Std-A 98% 99% 100% 99% 99% 99% 98%

Todos los derivados de tiourea mostrados en la Tabla 5 aparentemente presentaban un efecto estabilizador

comparable al de la tiourea misma.
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REIVINDICACIONES

Composicion que contiene:
a) un conjugado purificado que comprende dos grupos unidos covalentemente mediante una molécula
conectora de tiourea, y b) tiourea o un derivado de la misma en forma libre, en la que dicho derivado de
tiourea se selecciona de entre ditiobiurea, tiourea alquilada que presenta uno, dos, tres o la totalidad de
los cuatro atomos de hidrdégeno de la tiourea sustituidos con alquilo de seis 0 menos atomos de carbono,
tiourea que presenta uno o ambos nitrégenos con acetilo o alquenilo C1-C8, y tiourea que presenta un
puente alquilo o alquileno entre los dos atomos de nitrégeno de dos o tres atomos de C.

Composicion segun la reivindicacion 1, en la que dicho conjugado comprende por lo menos un primer grupo
que es capaz de unirse a una pareja de unién.

Composicion segun la reivindicacion 2, en la que dicho grupo es capaz de unirse a un anticuerpo.

Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que dicho conjugado comprende por lo
menos un segundo grupo que es un grupo de marcaje.

Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que la tiourea en forma libre se encuentra
presente en por lo menos concentracién equimolar a la de la molécula conectora de tiourea comprendida en el
conjugado.

Método para estabilizar un conjugado que comprende dos grupos unidos covalentemente mediante una
molécula conectora de tiourea, comprendiendo el método:

a) proporcionar el conjugado, b) afadir al mismo tiourea o un derivado de la misma en forma libre, y ¢)
estabilizar de esta manera el conjugado, en el que dicho derivado de tiourea se selecciona de entre
ditiobiurea, tiourea alquilada que presenta uno, dos, tres o la totalidad de los cuatro atomos de
hidrogeno de la tiourea sustituidos con alquilo de seis 0 menos atomos de carbono, tiourea que
presenta uno o ambos nitrégenos con acetilo o alquenilo C1-C6, y tiourea que presenta un puente
alquilo o alquileno entre los dos atomos de nitrdgeno de dos o tres atomos de C.

Método segun la reivindicacion 6, en la que dicho conjugado comprende por |0 menos un primer grupo que es
capaz de unirse a una pareja de union.

Método segun la reivindicacion 6 6 7, en el que dicho conjugado comprende por lo menos un segundo grupo
que es un grupo de marcaje.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, en el que se afiade la tiourea en forma libre, resultando
en una concentracioén final que es por lo menos una concentracién equimolar a la de la molécula conectora de
tiourea comprendida en el conjugado.

Utilizacion de tiourea o de un derivado de la misma como estabilizador para un conjugado que comprende dos
grupos unidos covalentemente mediante una molécula conectora de tiourea, en la que dicho derivado de
tiourea se selecciona de entre ditiobiurea, tiourea alquilada que presenta uno, dos, tres o la totalidad de los
cuatro atomos de hidrégeno de la tiourea sustituidos con alquilo de seis 0 menos atomos de carbono, tiourea
que presenta uno o ambos nitrégenos con acetilo o alquenilo C1-C86, y tiourea que presenta un puente alquilo o
alquileno entre los dos atomos de nitrégeno de dos o tres 4tomos de C.
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Fig. 1
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Estabilidad del trazador a 45°C

—&—THU

3 guifito
—

dias

12

Fig. 2



ES 236971713

9l

Pl

Zl

€ Bijsaniy —x— Z BliSEny —s— | BNSENN —s—

oL

[seurwasg] odwesyy
8

x

oo'o
- 002

- 00'%
- 00'9
- 00'8

00'01
L 00'Z)
- 00'pL
- 00'9)
- 00’8l

00'02

Bainon ulg

2UoD

[wyBr)

13



ES 236971713

gl

¢ enseny —x— T BOSONW —k— | BOSANp —H—

- 00'Z1 m
- 00'YL

dag ‘81

[seurwog] oduwsar)
vl 4 0L 2 8
Y " "
s » ™
:m-. |¥1|1I|IIII
gaJnon uoo

00'0

r 002
- 00
- 00’9

JU0D

ool =

Br

14

T 0094
r 00'81

00'0Z



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

