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ENSAYO PARA DETECTAR ENTACTOGENOS

DESCRIPCION
Antecedentes de la invencion

Esta invencion se refiere a métodos, composiciones y kits para detectar la presencia y/o cantidades de 3,4-
metilendioxianfetamina (MDA), 3,4-metilendioxi-metanfetamina (MDMA), 3,4-metilendioxi-etilanfetamina (MDEA) y 4-
hidroxi-3-metoxi-metanfetamina (HMMA) en muestras que se sospecha que contienen las mismas. En particular, la
invencion se refiere a haptenos, inmundgenos y ensayos para detectar MDA, MDMA, MDEA y HMMA.

El campo del diagndstico clinico ha presenciado una amplia expansion en los ultimos afios, tanto en lo que respecta
a la variedad de materiales de interés que pueden determinarse de manera precisa y facil, como en los métodos
para la determinacion. A lo largo de la Ultima década, las pruebas para detectar drogas se han convertido en algo
corriente. Estas pruebas no sélo son para la monitorizacion de delincuentes criminales y drogadictos, sino que los
empresarios también las usan para la seleccion de trabajadores. En los Ultimos afios, se ha investigado de manera
extensa un inmunoensayo basado en la reaccién de un anticuerpo con un antigeno para este fin. El inmunoensayo
puede clasificarse en lineas generales en radioinmunoensayo, que usa un isétopo radiactivo, inmunoensayo
enzimatico (EIA) que usa una enzima y ensayos de luminiscencia, que usan marcadores fluorescentes, por ejemplo,
polarizacién de fluorescencia, y marcadores quimioluminiscentes.

La anfetamina y metanfetamina estimulan el sistema nervioso central y se han usado en medicina para tratar
hipotensidn, narcolepsia y obesidad. Debido a sus efectos estimulantes, se ha abusado de los farmacos y derivados.

Las drogas de disefio, metilendioxianfetamina (MDA), 1-3’,4’-metilendioxifenil-2-propanamina, “pildoras del amor”,
metilendioxi-metanfetamina (MDMA), “Adam”, “éxtasis” y metilendioxietilanfetamina (MDEA), “Eve” son
entactdgenos, que producen sensacion de euforia y amistad. Estas drogas son populares actualmente y se
denominan “drogas de fiesta”. Se ha demostrado mediante varios estudios experimentales en ratas y seres humanos
que estas drogas son peligrosas para los seres humanos. De hecho, se han notificado toxicidad y muertes
asociadas con MDMA. Revisiones recientes también han notificado hepatotoxicidad, neurotoxicidad, psicopatologia
y abuso potencial de estas drogas. El uso comin de estas drogas se ha generalizado en el mundo y aparecen
recientemente como las drogas mas populares en determinados paises.

Aunque hay una necesidad para la deteccion de MDMA, MDA y sus metabolitos tales como 4-hidroxi-3-
metoximetanfetamina (HMMA), etcétera, la bibliografia da a conocer métodos de deteccion mediante CG-EM, HPLC,
que son caros y requieren mucho tiempo. Parece que los investigadores han tratado de usar tecnologia de
inmunoensayo existente para anfetamina/metanfetamina para la deteccion de MDMA y MDA debido a su reactividad
cruzada. La esperanza era que el anticuerpo que reconoce anfetamina y metanfetamina también seria util para
ensayos para detectar MDMA, MDA o sus metabolitos. Por ejemplo, se han investigado tres ensayos comerciales
para detectar anfetamina/metanfetamina, concretamente, EMIT®, FPIA y RIA, para la deteccion de MDA, MDMA y
MDEA. (Ruangyuttikarn, et al., “Comparison of three commercial amphetamine immunoassays for detection of
methamphetamine, methylene-dioxyamphetamine, methylenedioxy-methamphetamine and methylenedioxyethyl-
amphetamine” J. Anal. Toxicol. 1988, 12, 229; Kunsman, et al., “Application of the Syva Emit and Abbott TDX
amphetamine Immunoassays to the detection of 3,4-Methylenedioxy-methamphetamine (MDMA) and 3,4-
Methylenedioxyethamphetamine (MDEA) in Urine” J. Anal. Toxicol. 1990, 14, 149; Cody, J. T. “Detection of D, L-
amphetamine, D,L-methamphetamine, and illicit amphetamine analogs using diagnostic products corporation’s
amphetamine and methamphetamine radioimmunoassay” J. Anal. Toxicol. 1990, 14, 321; Ensslin, et al,
“Toxicological detection of the designer drug 3,4-methylenedioxyethylamphetamine (MDE, “Eve”) and its metabolites
in urine by gas chromatography spectrometry and fluorescence polarization immunoassay” J. Chromatogr. 1996,
B683, 189.

Sin embargo, segun la bibliografia publicada, los enfoques anteriores han logrado poco éxito, si es que lo hay. Este
resultado no es inesperado debido a las estructuras quimicas muy diferentes entre analogos de metanfetamina y
MDMA. Es decir, MDMA y MDA tienen un anillo de cinco miembros extra (metilendioxi) en comparaciéon con
metanfetamina y anfetamina, respectivamente.

K. TAKAGI et al., “Synthesis of n-acyl derivatives of alfa-methyl-3,4-methylene-dioxyphenethylamine and their
analgesic activity”, CHEMICAL AND PHARMA-CEUTICAL BULLETIN, vol. 11, n.° 5, 1963, pags. 654-657,
XP008100828, JP PHARMA-CEUTICAL SOCIETY OF JAPAN; Tokio da a conocer determinados compuestos de
férmula |
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Férmula |

en la que uno de R3/R* es -C(O)(CH2)nR5. Los compuestos de la presente invencion no comprenden un radical de
este tipo.

El documento EP-A-1 340 981 da a conocer un “resto J-M-T” en la posicion R%R* de compuestos similares a la
férmula | anterior, en el que J se define como 1-15 atomos de carbono y 0-6 heteroatomos, M se selecciona del
grupo que consiste en -O-, -CO-, -NR*, -S-, -C(=NH)O-, -NH(CO)-, -NH(CO)NH-, -NH(CS)-, -NH(CS)NH-,
-O(CO)NH-, -NH(C=NH)- y maleimidotioéter, seleccionandose R* de hidrégeno y un grupo alquilo. T se selecciona
del grupo que consiste en hidrégeno, un hidroxilo, un grupo saliente, un portador macromolecular y un marcador.

Por tanto, hay una necesidad de ensayos para la deteccion de las drogas de disefio mencionadas anteriormente vy,
en algunos casos, sus metabolitos principales. Los ensayos deben poder detectar las drogas de disefio con el fin de
monitorizar y tratar pacientes adictos a estas drogas.

Sumario de la invenciéon

Una realizacién de la presente invencién es un compuesto de formula:

R3
0) N
~
R1/ R4
Rz
~N
O
Férmula |
tal como se define en la reivindicacion 1.
Otra realizacion de la presente invencion es un compuesto de férmula:
Ry

Férmula Il

tal como se define en la reivindicacion 6.

Otra realizacion de la presente invencion es un compuesto de féormula:
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ry—0 gy
RB“"-..O

Férmula 111
tal como se define en la reivindicacion 7.
Otra realizacion de la presente invencion es un método para determinar un compuesto seleccionado del grupo que
consiste en 3,4-metilendioxianfetamina (MDA), 3,4-metilendioxi-metanfetamina (MDMA), 3,4-metilendioxi-
etilanfetamina (MDEA) y 4-hidroxi-3-metoxi-metanfetamina (HMMA) tal como se explica resumidamente en las
reivindicaciones 15 a 21y 30 a 33.
Otra realizacion de la presente invencion es un kit para determinar un compuesto seleccionado del grupo que
consiste en 3,4-metilendioxianfetamina (MDA), 3,4-metilendioxi-metanfetamina (MDMA), 3,4-metilendioxi-
etilanfetamina (MDEA) y 4-hidroxi-3-metoxi-metanfetamina (HMMA) tal como se explica resumidamente en las
reivindicaciones 22 a 29.
Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 (que solo es para fines de referencia) es un esquema de reacciéon que representa un ejemplo de una
sintesis de inmunogeno de MDMA-KLH (10).

La figura 2 (que sdlo es para fines de referencia) es un esquema de reacciéon que representa un ejemplo de una
sintesis de inmunogeno de MDA-KLH (14).

La figura 3 es un esquema de reaccion que representa un ejemplo de una sintesis de haptenos de MDMA (15)-(17).
La figura 4A es un esquema de reaccion que representa un ejemplo de una sintesis de haptenos de MDA (18)-(19).
La figura 4B es un esquema de reaccion que representa un ejemplo de una sintesis de hapteno de MDA (20).

La figura 5 (que sdlo es para fines de referencia) es un esquema de reacciéon que representa un ejemplo de una
sintesis de producto intermedio de HMMA (29) para el inmundgeno (30).

La figura 6 (que sdlo es para fines de referencia) es un esquema de reacciéon que representa un ejemplo de una
sintesis de inmunogeno de HMMA-KLH (30).

La figura 7 es un esquema de reaccion que representa un ejemplo de una sintesis de inmunégeno de HMMA-KLH
(36).

La figura 8A es un esquema de reaccion que representa un ejemplo de una sintesis de hapteno de MDMA (38).

La figura 8B (que solo es para fines de referencia) es un esquema de reaccion que representa un ejemplo de una
sintesis de producto intermedio de hapteno de MDMA (40).

La figura 9 (que sdlo es para fines de referencia) es un esquema de reacciéon que representa un ejemplo de una
sintesis de inmunogeno de MDMA-KLH (52) o inmunégeno de MDMA-BSA (53).

La figura 10 (que solo es para fines de referencia) es un esquema de reaccidon que representa un ejemplo de la
sintesis de hapteno de MDA (55).

La figura 11 es un esquema de reaccion que representa un ejemplo de la preparacién de un conjugado con G6PDH
de hapteno de MDA (19).

La figura 12 (que solo es para fines de referencia) es un esquema de reaccidon que representa un ejemplo de la
preparacion de un conjugado con G6PDH del compuesto (8).

La figura 13 (que solo es para fines de referencia) es un esquema de reaccidon que representa un ejemplo de la
preparacion de un conjugado con G6PDH del compuesto (51).

La figura 14 es un grafico que representa los resultados de un ensayo segun la presente invencion.
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La figura 15 es una tabla que muestra la recuperacion de MDMA a partir de un ensayo segun la presente invencion.
Descripcion de las realizaciones especificas

Se sintetizan proteinas que comprenden inmundgenos y se usan para preparar anticuerpos especificos para 3,4-
metilendioxianfetamina (MDA), 3,4-metilendioxi-metanfetamina (MDMA), 3,4-metilendioxi-etilanfetamina (MDEA) y 4-
hidroxi-3-metoximetanfetamina (HMMA). Los anticuerpos pueden usarse en métodos para detectar las drogas
mencionadas anteriormente en muestras que se sospecha que contienen las drogas. Se preparan conjugados de
marcador y pueden emplearse en los métodos anteriores. Puede realizarse el examen eficaz de muestras para
detectar la presencia de uno o mas entactdgenos tal como se hizo referencia anteriormente.

Los inmundgenos y conjugados de marcador pueden implicar un analogo de MDA, MDMA, MDEA o HMMA unido a
través del nitrégeno, o en el caso de HMMA alternativamente a través de la posicion 4 del anillo de benceno, a una
proteina o un marcador, respectivamente. El grupo de unién puede comprender de aproximadamente 2 a
aproximadamente 10 atomos sin contar el hidrégeno y puede comprender una cadena de desde 2 hasta 8 atomos,
cada uno seleccionado independientemente del grupo que consiste normalmente en carbono, oxigeno, azufre,
nitrégeno, halégeno y fésforo. Cuando el grupo de unién proporciona el acoplamiento de una proteina a la posicion 4
del anillo de benceno de HMMA, el grupo de union comprende habitualmente al menos 5 atomos o, cuando es
menos de 5 atomos, el grupo de uniéon no comprende Unicamente carbono u oxigeno.

El ndmero de heteroatomos en los grupos de union oscilara normalmente entre aproximadamente 0 y 6,
habitualmente entre aproximadamente 1 y 5. Los grupos de unién pueden ser alifaticos o aromaticos. Cuando estan
presentes heteroatomos, el oxigeno estara presente normalmente como oxo u oxi, unido a carbono, azufre,
nitrégeno o fésforo, el nitrdgeno estara presente normalmente como nitro, nitroso o amino, unido normalmente a
carbono, oxigeno, azufre o fésforo; el azufre sera analogo al oxigeno; mientras que el fésforo estara unido a
carbono, azufre, oxigeno o nitrégeno, habitualmente como mono o diéster de fosfonato y fosfato. Funcionalidades
comunes en la formaciéon de un enlace covalente entre el grupo de union y la molécula que va a conjugarse son
alquilamina, amidina, tioamida, éter, urea, tiourea, guanidina, azo, tioéter y ésteres de carboxilato, sulfonato y
fosfato, amidas y tioésteres.

En la mayoria de los casos, cuando un grupo de union tiene un grupo distinto de oxocarbonilo incluyendo analogos
de nitrégeno y azufre, un grupo fosfato, un grupo amino, un agente alquilante tal como halo o tosilalquilo, oxi
(hidroxilo o el analogo de azufre, mercapto), oxocarbonilo (por ejemplo, aldehido o cetona) o una olefina activa tal
como una vinilsulfona o un éster a,B-insaturado, estas funcionalidades se uniran a grupos amina, grupos carboxilo,
olefinas activas, agentes alquilantes, por ejemplo, bromoacetilo. Cuando se une una amina y acido carboxilico o su
derivado de nitrégeno o acido fosférico, se formaran amidas, amidinas y fosforamidas. Cuando se unen mercaptano
y una olefina activada, se formaran tioéteres. Cuando se unen un mercaptano y un agente alquilante, se formaran
tioéteres. Cuando se unen un aldehido y una amina en condiciones reductoras, se formara una alquilamina. Cuando
se unen un acido carboxilico o acido de fosfato y un alcohol, se formaran ésteres. Se conocen bien en la técnica
diversos grupos de unién; véase, por ejemplo, Cautrecasas, J. Biol. Chem. (1970) 245:3059.

Tal como se mencioné anteriormente, un aspecto se refiere a compuestos de férmula:

Ts
o) N
R1/ \R4
R,
o

en la que:

R' es H, alquilo inferior, un grupo protector o se toma junto con R? para formar un anillo, que puede ser un anillo
de cinco o seis miembros, habitualmente un anillo de cinco miembros;

R? es H, alquilo inferior, -(CH2)sSCH2C(O)R® o -(CH2),C(SO2R®)=CH, o se toma junto con R' para formar un
anillo,

R3 y R* son independientemente H o alquilo inferior o un grupo protector, o, cuando R' se toma junto con R? para
formar un anillo, al menos uno, preferiblemente uno, de R® o R* es -C(O)(CH2)\NHC(O)R?,
-C(O)(CH2)nsNHC(O)(CH2)nSR?, -(CH2)aSCH2C(O)R® 0 -(CH2)aC(SO2R%)=CH,, o cuando R' no se toma junto con
R? para formar un anillo, R? no es H o alquilo inferior
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R® es H, -OH, -SH, -O-alquilo inferior, halégeno (bromo, cloro, yodo, fltior, habitualmente, bromo o cloro), -NHa,
-succinimidilo, -maleimidilo, portador inmunogénico o marcador,

R® es H, -OH, -SH, -O-alquilo inferior, halégeno, NH,, -succinimidilo, -maleimidilo, portador inmunogénico o
marcador, y

n es un numero entero de desde 1 hasta 5, de1a4,de1a3,de1a2d1,
e incluyendo sales de acido de los mismos.

Mediante el término “alquilo inferior” quiere decirse un radical hidrocarbonado monovalente saturado ramificado o no
ramificado que contiene de 1 a 10, habitualmente, de 1 a 5, atomos de carbono, tal como metilo, etilo, propilo, butilo
y pentilo, e incluyendo las formas normal, secundaria, terciaria y similares de los mismos cuando sea apropiado.

Mediante el término “sales de acido de los mismos” quiere decirse sales formadas con acidos tales como acidos
minerales, por ejemplo, acido clorhidrico y similares, acidos organicos, por ejemplo, acido trifluoroacético y similares.

Mediante “-succinimidilo” quiere decirse lo siguiente:

0]
_¢
0]
(o]
N;
o
Mediante el término “marcador” quiere decirse un miembro de un sistema de produccién de sefiales. El marcador
puede detectarse directamente o puede detectarse a través de una reaccién de unién especifica que produce una
sefial detectable. Los marcadores son generalmente radioisotdpicos, luminiscentes, particulados o enzimaticos. El
marcador puede ser un poli(aminoacido), o una proteina, o un compuesto distinto de poli(aminoacido), isotépico o no
isotopico, habitualmente no isotdpico, y puede ser un catalizador, tal como una enzima, un polinucleétido que
codifica para un catalizador, un promotor, un colorante, una molécula fluorescente, una molécula
quimioluminiscente, una coenzima, un sustrato enzimatico, un grupo radiactivo, una molécula organica pequefia, una
secuencia de polinucleétido amplificable, una particula tal como una particula de latex o carbono, un sol de metal,

una unidad cristalina, un liposoma, una célula, etc., que puede estar marcado o no adicionalmente con un colorante,
un catalizador u otro grupo detectable y similares.

Mediante “-maleimidilo” quiere decirse lo siguiente:

El término “marcadores distintos de poli(aminoacido)” se refiere a los marcadores que no son proteinas tales como
enzimas. Un marcador distinto de poli(aminoacido) puede ser un miembro de un sistema de produccion de sefales.
El marcador distinto de poli(aminoacido) puede detectarse directamente o puede detectarse a través de una
reaccion de union especifica que produce una sefial detectable. Los marcadores distintos de poli(aminoacido) son
generalmente radioisotopicos, luminiscentes, particulados, polinucleotidicos o similares. Mas particularmente, el
marcador puede ser isotdpico o no isotopico, habitualmente no isotdpico, y puede ser un polinucledtido que codifica
para un catalizador, un promotor, un colorante, una molécula fluorescente, una molécula quimioluminiscente, una
coenzima, un sustrato enzimatico, un grupo radiactivo, una molécula organica pequefia, una secuencia de
polinucleétido amplificable, una particula tal como una particula de latex o carbono, un sol de metal, una unidad
cristalina, un liposoma, una célula, etc., que puede estar marcado o no adicionalmente con un colorante, un
catalizador u otro grupo detectable y similares.

El sistema de produccién de sefiales puede tener uno o mas componentes, siendo al menos un componente el
marcador. El sistema de produccion de sefiales genera una sefial que se relaciona con la presencia de un
entactdgeno en una muestra. El sistema de producciéon de sefiales incluye todos los reactivos requeridos para
producir una sefial medible. Pueden incluirse otros componentes del sistema de produccién de sefiales en una
disolucion de revelador y pueden incluir sustratos, potenciadores, activadores, compuestos quimioluminiscentes,
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cofactores, inhibidores, eliminadores, iones metalicos, sustancias de unién especifica requeridas para la unién de
sustancias generadoras de sefales y similares. Otros componentes del sistema de produccion de sefiales pueden
ser coenzimas, sustancias que reaccionan con productos enzimaticos, otras enzimas y catalizadores y similares. El
sistema de produccién de sefiales proporciona una sefial detectable por medios externos, mediante el uso de
radiacion electromagnética, deseablemente mediante examen visual. Se describen sistemas de produccién de
sefiales a modo de ejemplo en la patente estadounidense n.° 5.508.178 (Rose, et al.).

Mediante el término “portador inmunogénico” quiere decirse un grupo que, cuando se conjuga con un hapteno y se
inyecta en un mamifero, inducira una respuesta inmunitaria y provocara la produccién de anticuerpos que se unen al
hapteno. Los haptenos son compuestos que pueden unirse especificamente a anticuerpos correspondientes, pero
no actlan en si mismos como inmundégenos (o0 antigenos) para la preparacion de los anticuerpos. Pueden preparase
anticuerpos que reconocen un hapteno contra compuestos formados por el hapteno unido a un portador
inmunogénico (o antigénico). Los portadores inmunogénicos también se denominan portadores antigénicos. Los
portadores inmunogénicos tipicos incluyen, sin limitacion, poli(aminoacidos), polisacaridos, acidos nucleicos y
particulas (materiales bioldgicos y sintéticos). Se da a conocer una amplia variedad de tales portadores en Davalian,
et al., patente estadounidense n.° 5.089.390, columna 4, linea 57 a columna 5, linea 5. Los portadores
inmunogénicos incluyen proteinas tales como, por ejemplo, albuminas, proteinas séricas, por ejemplo, globulinas,
proteinas y lipoproteinas de cristalino ocular, etcétera. Las proteinas ilustrativas incluyen albumina sérica bovina
(BSA), hemocianina de lapa californiana (“KLH”), ovoalbimina de huevo, gamma-globulina bovina (BGG) y similares.

Se incluyen dentro de los compuestos anteriores compuestos de formula:

Ry

N
<O ~ Ry
o

R’ es H, alquilo inferior, un grupo protector, -C(O)(CH2),NHC(O)R® -C(O)(CH2),NHC(O)(CH,),SR®,
-(CH2)aSCH2C(O)R® 0 -(CH2)nC(SO2R%)=CHj,

en la que:

R® es H, alquilo inferior, un grupo protector, -C(O)(CH2),NHC(O)R® -C(O)(CH2)-NHC(O)(CH,),SR®,
~(CH2)nSCH2C(O)R® 0 -(CH2)nC(SO2R®)=CH;,

R® es H, -OH, -SH, -O-alquilo inferior, halégeno, NH,, -NH-proteina en el que la proteina es un marcador o un
inmunogeno, -succinimidilo, -maleimidilo o un marcador distinto de poli(aminoacido) o un portador inmunogénico
distinto de poli(aminoacido), y n es un numero entero de desde 1 hasta 5, de 1a4,de1a3,de1a241,

con la condicion de que al menos uno de R” y R® no son H o alquilo inferior,

e incluyendo las sales de acido de los mismos.

También se incluyen dentro de los compuestos anteriores compuestos de férmula:

H
R0 Y
Ro~—o
segun la reivindicacion 7.
También se incluyen dentro de los anteriores compuestos de formula:
.. N
R1'/o \Ra'

Rg\o

en la que:
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R3 es metilo o etilo,
R" es alquilo inferior,

RY es ~(CH2)aSCH2C(O)RE, -(CH2)nRE 0 -(CH2)sC(SO2R®)=CH,

R® es H, -OH, -SH, -O-alquilo inferior, halégeno, NH,, -NH-proteina en el que la proteina es un marcador o un
inmunogeno, -succinimidilo, -maleimidilo o un marcador distinto de poli(aminoacido) o un portador inmunogénico

distinto de poli(aminoacido), y
n es un numero entero de desde 1 hasta 5,
e incluyendo sales de acido de los mismos.

Otra realizacion es un compuesto de férmula:

segun la reivindicacion 2.

Otra realizacion es un compuesto de férmula:

segun la reivindicacion 5.

Otra realizacion es un compuesto de férmula:

segun la reivindicacion 3.

Otra realizacion es un compuesto de férmula:

R7'
aATT )
o _ "

segun la reivindicacion 4.

Sintesis

La sintesis de ejemplos representativos, pero no necesariamente de la invencion, de los compuestos anteriores se
comenta en el presente documento a modo de ilustracién. Se sugeriran otros procedimientos sintéticos a los
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expertos en la técnica en vista de la descripcién en el presente documento. Pueden prepararse otros compuestos
dentro del alcance de la presente invencion usando variantes adecuadas de los reactivos empleados a continuacion.

Puede sintetizarse inmundégeno de MDMA-KLH (10) mediante un procedimiento explicado resumidamente en la
figura 1 que sélo es para fines de referencia. Se hace reaccionar MDMA (1) con bromoacetato de metilo en
presencia de una base para dar el compuesto 7. Las bases adecuadas incluyen hidruros de metal tales como, por
ejemplo, NaH, CaHy, etc., carbonato de sodio, carbonato de potasio y similares, en un disolvente organico tal como,
por ejemplo, dimetilformamida (DMF), éteres organicos, por ejemplo, etil éter, tetrahidrofurano (THF), dioxano y
similares. Puede lograse la hidrdlisis del compuesto 7 en un medio organico-acuoso en presencia de una base tal
como, por ejemplo, hidréxido de amonio en un alcohol tal como metanol, etanol y similares, carbonato de potasio,
sodio, hidroxido de sodio y similares, en metanol acuoso, etanol, etcétera. Tras la hidrdlisis, se reduce el pH del
medio a de aproximadamente 3 a aproximadamente 4 mediante la adicion de un acido tal como un acido mineral o
un acido organico tal como, por ejemplo, acido acético, acido clorhidrico y similares. Se hace reaccionar el acido 8
resultante para formar un producto intermedio activado, habitualmente un éster activado. En un enfoque a modo de
ejemplo, se trata el acido 8 con clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDAC) y N-
hidroxisuccinimida (NHS) para producir el producto intermedio de éster activado deseado 9. La reaccién del producto
intermedio 9 con una proteina tal como KLH en una disolucién tampon tal como un tampon fosfato, por ejemplo,
fosfato de sodio (0,1 M, pH = 8,0), da el inmundgeno deseado 10. Este ultimo compuesto puede purificarse mediante
técnicas conocidas tales como, por ejemplo, dialisis, cromatografia y combinaciones de las mismas. El acoplamiento
de una proteina al resto de unién de la molécula es habitualmente por medio de grupos amino en una proteina, en
los que el nitrégeno del grupo amino puede considerarse el nitrégeno de un grupo de union.

En la figura 2, que solo es para fines de referencia, se representa una sintesis a modo de ejemplo del inmundégeno
de MDA-KLH 14. La sintesis se lleva a cabo de una manera similar a la descrita anteriormente para la sintesis del
compuesto 10.

La siguiente discusion se refiere a las sintesis de haptenos de MDMA para su posterior reaccion para formar
conjugados inmunogénicos de proteinas. El compuesto de partida en cada uno de los esquemas de reaccion
mostrados en la figura 3 es MDMA (1). Las temperaturas de reaccion son aproximadamente temperatura ambiental,
es decir, aproximadamente 25°C. Para la preparacion del compuesto 15, se hace reaccionar MDMA (1) con un éster
activado de acido bromoacético, concretamente, el éster de N-hidroxisuccinimida de acido bromoacético en este
ejemplo, en condiciones basicas, que incluyen incorporar en la mezcla de reaccién una alquilamina tal como, por
ejemplo, diisopropiletilamina, etilamina, trietilamina y similares. La reaccion se realiza en un disolvente organico tal
como, por ejemplo, un éter, por ejemplo, THF, etil éter, etcétera. Para la preparacion del compuesto 16, se hace
reaccionar MDMA (1) con un éster activado de bromoacetilglicina, concretamente, el éster de N-hidroxisuccinimida
en el ejemplo mostrado en la figura 3. La reaccion se lleva a cabo en condiciones basicas con un disolvente organico
tal como se comentoé anteriormente para la preparacién del compuesto 15. Para la preparacién de la vinilsulfona 17,
se hace reaccionar MDMA (1) con un compuesto activado, concretamente, en el ejemplo mostrado, un reactivo
doblemente activado, es decir, 1,3-dibromo-2-(metilsulfonil)propano. El reactivo doblemente activado reacciona con
el resto amina de MDMA en presencia de una base tal como, por ejemplo, un hidruro de metal, por ejemplo, hidruro
de sodio, hidruro de calcio, un carbonato, por ejemplo, carbonato de potasio, carbonato de sodio y similares.

Puede aplicarse una quimica similar a la preparacion de haptenos de MDA tal como se muestra en las figuras 4A y
4B. Para la preparacion del compuesto 18, se hace reaccionar MDA (4) con un éster activado de acido
bromoacético, por ejemplo, el éster de N-hidroxisuccinimida de acido bromoacético en este ejemplo, en condiciones
basicas, tal como se comentd anteriormente para la preparaciéon del compuesto 15. Para la preparacion del
compuesto 19, se hace reaccionar MDA (4) con un éster activado de bromoacetilglicina, concretamente, el éster de
N-hidroxisuccinimida en el ejemplo mostrado en la figura 4A. La reaccion se lleva a cabo en condiciones basicas con
un disolvente organico tal como se comentd anteriormente para la preparacion del compuesto 16. Para la
preparacion de la vinilsulfona 20 (figura 4B), se hace reaccionar MDA (4) con un compuesto activado,
concretamente, en el ejemplo mostrado, un reactivo doblemente activado, es decir, 1,3-dibromo-2-
(metilsulfonil)propano. El reactivo doblemente activado reacciona con el resto amina de MDMA en condiciones
basicas tal como se comentdé anteriormente para la preparacion del compuesto 17. Ademas del producto de
monoalquilacién preferido 20, se obtiene un producto de dialquilaciéon 21, que tiene dos restos vinilsulfona en el
atomo de nitrégeno. Para lograr la monoalquilacion, la reaccion se lleva a cabo a temperatura inferior tal como, por
ejemplo, de aproximadamente -10°C a aproximadamente -50°C, habitualmente, de aproximadamente -20°C a
aproximadamente -30°C y se emplea una cantidad controlada del reactivo doblemente activado, concretamente, una
razén de reactivo aproximada de aproximadamente 1 con respecto a aproximadamente 1. De este modo, puede
obtenerse exclusivamente el producto de monoalquilacién con rendimientos que son del 80% o mayores.

En la figura 5 y la figura 6, que son sdlo para fines de referencia, se representa una sintesis a modo de ejemplo de
un inmunogeno de HMMA. Haciendo referencia a la figura 5, se somete la cetona 22 a aminacién reductora en un
procedimiento de dos etapas. En la primera etapa, se hace reaccionar la cetona 22, por ejemplo, con clorhidrato de
metilamina en condiciones basicas. Generalmente, se emplea un medio acuoso tamponado que contiene un
disolvente organico, por ejemplo, un alcohol, por ejemplo, metanol o similares. Esta etapa produce el compuesto
intermedio 23, que se trata con un agente reductor tal como un hidruro de metal, por ejemplo, NaBH3CN en un
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disolvente organico tal como un alcohol, por ejemplo, metanol y similares. El medio acuoso puede contener un
tampon carbonato tal como carbonato de sodio, carbonato de potasio y similares. El compuesto 24 se obtiene y se
trata para proteger la funcionalidad amina, produciendo asi el compuesto 25. Se conocen bien en la técnica grupos
protectores adecuados y se han descrito en detalle en numerosas patentes y articulos en la bibliografia técnica.
Véanse, por ejemplo, “Principles of Peptide Synthesis” (M. Bodanszky, Springer Verlag, Berlin, Heidelberg, Nueva
York, Tokio (1984)). Ejemplos de tales grupos proteciores, a modo de ejemplo y no de limitacion, son t-
butoxicarbonilo  (t-Boc), fluorenilmetiloxicarbonilo  (Fmoc), acetaminometilo (Acm), trifenilmetilo  (Trt),
benciloxicarbonilo, bifenilisopropiloxicarbonilo, 1-amiloxicarbonilo, isoborniloxicarbonilo, alfa-dimetil-3,5-
dimetoxibenciloxicarbonilo, o-nitrofenilsulfenilo, 2-ciano-1,1-dimentiletoxicarbonilo, bromobenciloxilo, carbamilo,
formilo y similares. El grupo protector particular elegido depende de la naturaleza de la reaccion que va a realizarse
y las condiciones de tal reaccion tales como temperatura, pH, etcétera.

Haciendo de nuevo referencia a la figura 5, el grupo protector empleado en esta sintesis a modo de ejemplo es
dicarbonato de di-terc-butilo ((tBoc),0) en un disolvente organico-acuoso tal como un éter, por ejemplo, THF y
similares. Se incluye un carbonato adecuado tal como carbonato de potasio, carbonato de sodio y similares, en el
medio de reaccién para proporcionar condiciones basicas. La reaccion de 25 con bromoacetato de metilo en
presencia de un hidruro de metal, por ejemplo, NaH, en un disolvente organico, por ejemplo, DMF, produce el
compuesto 26. El grupo protector se elimina en condiciones acidas en un disolvente organico para dar el compuesto
27. En el ejemplo representado, se trata el compuesto 26 con acido trifluoroacético (TFA) en cloruro de metileno. En
general, la eliminacion del grupo protector depende de la naturaleza del grupo protector. Se conocen bien en la
técnica condiciones adecuadas para la eliminacién de grupos protectores. Se trata el compuesto 27 para convertirlo
en el compuesto de sal de acido clorhidrico 28. Las condiciones a modo de ejemplo implican la hidrélisis en
condiciones basicas tales como, por ejemplo, un carbonato tal como carbonato de potasio en un disolvente organico
tal como metanol. Posteriormente, se afiade acido clorhidrico para formar la sal de acido clorhidrico. Se trata el
compuesto 28 para formar el compuesto de éster activado 29. Las condiciones a modo de ejemplo incluyen, por
ejemplo, la reaccion con EDAC y NHS. Haciendo referencia a la figura 6, se obtiene el inmunégeno 30 mediante la
reaccion del compuesto 29 con una proteina, por ejemplo, KLH y similares, en un tampon adecuado con pH de
aproximadamente 7,5 a aproximadamente 9,0, preferiblemente, de aproximadamente 8, tal como, por ejemplo, un
tampon fosfato, por ejemplo, fosfato de sodio (0,1 M, pH = 8,0) y similares. El inmundgeno 30 puede purificarse tal
como se comentd anteriormente.

La sintesis de otros inmundgenos de HMMA puede lograrse (figura 7) usando el compuesto intermedio comun 25.
Puede lograse la alquilacion del grupo fendlico del compuesto 25 usando un alcano diactivado adecuado tal como,
por ejemplo, dibromoetano, etcétera, en condiciones basicas tales como, por ejemplo, un carbonato, por ejemplo,
carbonato de potasio y similares, en un disolvente organico tal como un compuesto aromatico, por ejemplo, tolueno
y similares. El producto de la reaccion anterior, concretamente el compuesto 31, se trata con una sal de tioéster de
un acido organico tal como, por ejemplo, triacetato de potasio, tiopropanoato de potasio y similares, en un disolvente
organico-acuoso tal como metanol-agua, etcétera. Entonces se trata el compuesto resultante 32 para eliminar el
grupo protector e hidrolizar el acetato, de una manera similar a la descrita anteriormente, para obtener el compuesto
de tiol 34. Se obtiene bromoacetil-KLH 35 mediante la reaccion de KLH con un éster activado de acido
bromoacético, concretamente, el éster de N-hidroxisuccinimida de acido bromoacético en este ejemplo, en
condiciones basicas, tal como se comenté anteriormente para la preparacion del compuesto 15. La reaccién del tiol
34 con bromoacetil-KLH 35 produce el compuesto inmunogénico 36, que puede purificarse tal como se comento
anteriormente.

En la figura 8 se expone la sintesis del hapteno de HMMA-vinilsulfona 38. La reaccién del compuesto 25 con 1,3-
dibromo-2-(metilsulfonil)propano en condiciones basicas da el compuesto 37. Las reacciones son similares a las
descritas anteriormente para las sintesis de la figura 4. Se obtiene el hapteno 38 mediante la eliminacion del grupo
protector tal como se comentoé anteriormente.

Haciendo de nuevo referencia a la figura 8, la alquilacion del fenol 25 con, por ejemplo, bromoacetonitrilo, en
condiciones basicas tales como, por ejemplo, un carbonato en un disolvente organico, da el compuesto intermedio
39. Las condiciones basicas son similares a las descritas anteriormente. En el ejemplo representado, se emplea
carbonato de potasio en DMF a temperatura elevada, por ejemplo, aproximadamente 80°C. La reduccién de 39 con
un hidruro de metal tal como, por ejemplo, NaBH4 y similares, en presencia de un haluro de metal del grupo VI
(cloruro, bromuro, fluoruro y yoduro) tal como, por ejemplo, CoCl,, FeCl,, etcétera, produce la amina 40, que puede
emplearse para sintetizar un hapteno y también un inmunégeno mediante la reaccién con un portador inmunogénico.

Haciendo referencia a la figura 9, que so6lo es para fines de referencia, la sintesis del compuesto 51 comienza con la
reaccion de clorhidrato de MDMA con 5-bromovalerato de etilo en condiciones basicas para dar el compuesto 50.
Las condiciones basicas incluyen, por ejemplo, una base inorganica, por ejemplo, un carbonato, por ejemplo,
carbonato de potasio, carbonato de sodio y similares en un disolvente organico tal como, por ejemplo, una
formamida, por ejemplo, dimetilformamida (DMF), etcétera. La hidrdlisis de 50 dio el acido 51. La hidrolisis puede
llevarse a cabo, por ejemplo, usando una base inorganica tal como, por ejemplo, un hidroxido de metal, por ejemplo,
hidréxido de sodio, hidréxido de potasio y similares en un disolvente organico oxigenado tal como, por ejemplo, un
alcohol, por ejemplo, metanol, etanol, etcétera. El acido 51 se acopla a una proteina dando inmunégenos de KLH
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(52) y BSA (53). Se activo el acido 51 mediante éster de NHS y DCC vy le siguié una reaccién con amina a partir o
bien de KLH o bien de BSA para dar los inmundgenos 52 y 53, respectivamente.

Los ensayos de la presente invencion habitualmente implican reacciones entre parejas de unién tales como un
analito de entactégeno y un anticuerpo correspondiente o la unién entre un anticuerpo y una pareja de unién
correspondiente tal como un segundo anticuerpo que se une al primer anticuerpo. Por consiguiente, la pareja de
union puede ser una proteina, que puede ser un anticuerpo o un antigeno. La pareja de union puede ser un miembro
de un par de union especifica (“miembro de sbp”, “specific binding pair’), que es una de dos moléculas diferentes,
que tiene una zona en la superficie o en una cavidad que se une especificamente a, y de ese modo se define como
complementaria con, una organizacién espacial y polar particular de la otra molécula. Los miembros del par de unién
especifica seran habitualmente miembros de un par inmunoldgico tal como antigeno-anticuerpo, aunque otros pares
de union especifica tales como biotina-avidina, hormonas-receptores de hormonas, enzima-sustrato, duplex de acido
nucleico, IgG-proteina A, pares de polinucledtidos tales como ADN-ADN, ADN-ARN y similares no son pares
inmunoldgicos pero se incluyen dentro del alcance de miembro de sbp.

Por consiguiente, la unién especifica implica el reconocimiento especifico de una de dos moléculas diferentes por la
otra en comparaciéon con sustancialmente menos reconocimiento de otras moléculas. Por otro lado, la unién no
especifica implica unién no covalente entre moléculas que es relativamente independiente de estructuras de
superficie especificas. La unién no especifica puede resultar de varios factores incluyendo interacciones hidréfobas
entre moléculas. Parejas de union preferidas son anticuerpos.

Los inmundgenos preparados segun la presente invencion pueden emplearse para preparar anticuerpos especificos
para un entactdgeno respectivo mencionado anteriormente. Un anticuerpo es una inmunoglobulina que se une
especificamente a, y de ese modo se define como complementaria ,a una organizacion espacial y polar particular de
otra molécula. El anticuerpo puede ser monoclonal o policlonal y puede prepararse mediante técnicas que se
conocen bien en la técnica tales como inmunizacién de un huésped y recogida de sueros (policlonal) o preparando
lineas celulares hibridas continuas y recogiendo la proteina secretada (monoclonal) o clonando y expresando
secuencias de nucledtidos o versiones mutagenizadas de las mismas que codifican para al menos las secuencias de
aminoacidos requeridas para la unién especifica de anticuerpos naturales.

Los anticuerpos pueden incluir una inmunoglobulina completa o un fragmento de la misma, inmunoglobulinas que
incluyen las diversas clases e isotipos, tales como IgA, IgD, IgE, 1gG1, 1gG2a, 1gG2b e 1gG3, IgM, etc. Los
fragmentos de las mismas pueden incluir Fab, Fv y F(ab’),, Fab’ y similares. Ademas, pueden usarse agregados,
polimeros y conjugados de inmunoglobulinas o sus fragmentos cuando sea apropiado siempre que se mantenga la
afinidad de unién por una molécula particular.

Se obtiene antisuero que contiene anticuerpos (policlonales) mediante técnicas bien establecidas que implican
inmunizacién de un animal, tal como un conejo, una cobaya o una cabra, con un inmunégeno apropiado y obtencion
de antisueros de la sangre del animal inmunizado tras un periodo de espera apropiado. Se proporcionan revisiones
del estado de la técnica por Parker, Radioimmunoassay of Biologically Active Compounds, Prentice-Hall (Englewood
Cliffs, N.J., EE.UU., 1976), Butler, J. Immunol. Meth. 7: 1-24 (1975); Broughton y Strong, Clin. Chem. 22: 726-732
(1976); y Playfair, et al., Br. Med. Bull. 30: 24-31 (1974).

También pueden obtenerse anticuerpos mediante técnicas de hibridacion de células somaticas, denominandose
tales anticuerpos cominmente anticuerpos monoclonales. Pueden producirse anticuerpos monoclonales segun las
técnicas convencionales de Kohler y Milstein, Nature 265:495-497, 1975. Se encuentran revisiones de técnicas de
anticuerpos monoclonales en Lymphocyte Hybridomas, ed. Melchers, et al. Springer-Verlag (Nueva York 1978),
Nature 266: 495 (1977), Science 208: 692 (1980) y Methods of Enzymology 73 (Parte B): 3-46 (1981). Se inyectan
muestras de una preparacion de inmundgeno apropiado en un animal tal como un ratén y, tras un tiempo suficiente,
se sacrifica el animal y se obtienen células del bazo. Alternativamente, pueden sensibilizarse las células del bazo de
un animal no inmunizado al inmunoégeno in vitro. Pueden comprimirse los cromosomas de células del bazo que
codifican para las secuencias de bases de las inmunoglobulinas deseadas fusionando las células del bazo,
generalmente en presencia de un detergente no idnico, por ejemplo, polietilenglicol, con una linea celular de
mieloma. Se deja que las células resultantes, que incluyen hibridomas fusionados, crezcan en un medio selectivo, tal
como medio HAT, y se hacen crecer las células inmortalizadas supervivientes en tal medio usando condiciones de
dilucion limitante. Se hacen crecer las células en un recipiente adecuado, por ejemplo, pocillos de microtitulacion, y
se examina el sobrenadante para seleccionar anticuerpos monoclonales que tienen la especificidad deseada.

Existen diversas técnicas para potenciar los rendimientos de anticuerpos monoclonales, tales como inyeccién de las
células de hibridoma en la cavidad peritoneal de un huésped mamifero, que acepta las células, y recogida del liquido
ascitico. Cuando se reune una cantidad insuficiente del anticuerpo monoclonal en el liquido ascitico, se recoge el
anticuerpo de la sangre del huésped. Alternativamente, puede hacerse crecer la célula que produce el anticuerpo
deseado en un dispositivo de cultivo celular de fibras huecas o un dispositivo de frasco centrifugador, ambos de los
cuales se conocen bien en la técnica. Existen diversas maneras convencionales para el aislamiento y la purificacion
de los anticuerpos monoclonales con respecto a otras proteinas y otros contaminantes (véase Koéhler y Milstein,
citado anteriormente).
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En otro enfoque para la preparacién de anticuerpos, puede escindirse del ADN cromosoémico la secuencia que
codifica para los sitios de unién del anticuerpo e insertarse en un vector de clonacién, que puede expresarse en
bacterias para producir proteinas recombinantes que tienen los sitios de unién del anticuerpo correspondientes.

En general, pueden purificarse anticuerpos mediante técnicas conocidas tales como cromatografia, por ejemplo,
cromatografia de DEAE, cromatografia de ABx y similares, filtracion, etcétera.

Un analogo de analito es un analito modificado, que puede competir con el analito analogo por un receptor,
proporcionando la modificacion medios para unir un analogo de analito a otra molécula. El analogo de analito diferira
habitualmente del analito en mas que el reemplazo de un hidrégeno por un enlace que une el analogo de analito a
un centro o marcador, pero no es necesario. El analogo de analito puede unirse al receptor de una manera similar al
analito. El analogo puede ser, por ejemplo, un conjugado de marcador del analito, un anticuerpo dirigido contra el
idiotipo de un anticuerpo frente al analito y similares.

Tal como se indicé anteriormente, los analogos de analito incluyen conjugados de marcador, que pueden prepararse
a partir de algunos de los haptenos descritos anteriormente mediante la incorporacion de un marcador deseado. Los
dos componentes pueden unirse entre si, opcionalmente a través de un grupo de union, para formar una Unica
estructura. La unién puede ser o bien acoplamiento covalente tal como mediante una conexion directa, por ejemplo,
un enlace quimico, entre los componentes o entre los componentes y un grupo de unién o bien acoplamiento no
covalente que implica unién especifica entre miembros de un par de unién especifica (sbp) complementarios que se
acoplan a los componentes. Los procedimientos empleados para la conjugacion se conocen bien en la técnica.

Normalmente, para el acoplamiento covalente, uno o mas de los componentes contiene un grupo funcional
adecuado para el acoplamiento a uno o mas de los otros componentes. Los grupos funcionales adecuados para el
acoplamiento de los componentes pueden ser funcionalidades carbonilo, tanto oxocarbonilo, por ejemplo, aldehido,
como distintas de oxocarbonilo (incluyendo analogos de azufre y nitrdgeno) por ejemplo, carboxilo, amidina,
amidato, tiocarboxilo y tionocarboxilo. Las funcionalidades alternativas de oxo incluyen halégeno activo, diazo,
mercapto, olefina, particularmente olefina activada, amino, fosforo y similares. Son de particular interés los ésteres
activados o agentes alquilantes. Se conocen bien en la técnica detalles de técnicas para acoplar moléculas entre si.
Véanse, por ejemplo, Matthews, et al., Anal. Biochem. (1985) 151:205-209; Engelhardt, et al., solicitud de patente
europea n.° 0302175 y patente estadounidense n.° 3.817.837.

Tal como se indicé anteriormente, los componentes, es decir, el hapteno y el marcador, de los reactivos pueden
acoplarse entre si de manera no covalente. Por ejemplo, puede incorporarse una molécula organica pequefia tal
como, por ejemplo, biotina incluyendo bis-biotina, fluoresceina o similares en uno de los componentes y puede
unirse el otro componente a una pareja de uniéon para la molécula organica pequefia tal como, por ejemplo,
respectivamente, estreptavidina, anticuerpo anti-fluoresceina o similares. La unién de las parejas de union da como
resultado el acoplamiento no covalente de los componentes entre si.

Ensayos

Los reactivos mencionados anteriormente pueden emplearse en todos los tipos de inmunoensayos para determinar
la presencia y/o cantidad de analitos de entactégenos en una muestra que se sospecha que contiene tales analitos.
Los inmunoensayos pueden implicar reactivos marcados o no marcados. Los inmunoensayos que implican reactivos
no marcados comprenden habitualmente la formacion de complejos antigeno-anticuerpo relativamente grandes.
Tales ensayos incluyen, por ejemplo, métodos de inmunoprecipitacion y aglutinacion y técnicas de dispersion de luz
correspondientes tales como, por ejemplo, nefelometria y turbidimetria, para la deteccion de complejos antigeno-
anticuerpo. Los inmunoensayos marcados incluyen inmunoensayos enzimaticos, inmunoensayos de polarizacion de
fluorescencia, radioinmunoensayo, ensayo de inhibicion, ensayo de canalizacion de oxigeno luminiscente, etcétera.

Un grupo general de inmunoensayos incluye inmunoensayos de antigenos o haptenos que usan analito marcado
con una concentracion de anticuerpo limitada.

Otro grupo de inmunoensayos implica el uso de un exceso de todos los reactivos principales. Tales ensayos
incluyen ensayos de tipo sandwich de dos sitios, por ejemplo, ensayos inmunorradiométricos, ensayos
inmunofluorométricos, ensayos inmunoquimioluminométricos, ensayos ELISA, etcétera. Otro grupo de
inmunoensayos incluye inmunoensayos de precipitacion, nefelométricos y turbidimétricos, inmunoensayos de
aglutinacion de particulas, inmunoensayos de recuento de particulas y similares. Otro grupo de inmunoensayos son
ensayos homogéneos sin separacion en los que los reactivos marcados modulan la sefial del marcador tras
reacciones de union antigeno-anticuerpo. Otro grupo de ensayos incluyen ensayos competitivos limitados de
reactivos de anticuerpo marcado para detectar hapteno o antigeno que evitan el uso de haptenos o antigenos
marcados problematicos. En este tipo de ensayo, es importante que el analito inmovilizado en la fase soélida esté
presente en una cantidad constante, limitada. El reparto de un marcador entre el analito inmovilizado y el analito libre
depende de la concentracién de analito en la muestra.

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2460956 T3

Los haptenos, conjugados de marcador y anticuerpos mencionados anteriormente pueden emplearse para realizar
un inmunoensayo para detectar los analitos de entactégenos MDA, MDMA, HMMA y/o MDEA. Los ensayos pueden
realizarse o bien sin separacion (homogéneos) o bien con separacion (heterogéneos) de cualquiera de los productos
o componentes del ensayo. Se muestran a modo de ejemplo inmunoensayos homogéneos mediante el ensayo
EMIT® (Syva Company, San Jose, CA) dado a conocer en Rubenstein, et al., patente estadounidense n.° 3.817.837,
columna 3, linea 6 a columna 6, linea 64; métodos de inmunofluorescencia tales como los dados a conocer en
Ullman, et al., patente estadounidense n.° 3.996.345, columna 17, linea 59, a columna 23, linea 25; inmunoensayos
de canalizacién enzimatica (“ECIA”) tales como los dados a conocer en Maggio, et al., patente estadounidense n.°
4.233.402, columna 6, linea 25 a columna 9, linea 63; el inmunoensayo de polarizacién de fluorescencia (“FPIA”) tal
como se da a conocer, por ejemplo, entre otros, en la patente estadounidense n.° 5.354.693; etcétera.

Otros inmunoensayos enzimaticos son el inmunoensayo mediado por modulador enzimatico (“‘EMMIA”) comentado
por Ngo y Lenhoff, FEBS Lett. (1980) 116:285-288; el inmunoensayo de fluorescencia de sustrato marcado (“SLFIA”)
dado a conocer por Oellerich, J. Clin. Chem. Clin. Biochem. (1984) 22:895-904; los inmunoensayos de donador
enzimatico combinado (“CEDIA”) dados a conocer por Khanna, et al, Clin. Chem. Acta (1989) 185:231-240;
inmunoensayos de particulas marcadas homogéneos tales como inmunoensayos de inhibicion turbidimétrica
potenciada por particulas (“PETINIA”), inmunoensayo turbidimétrico potenciado por particulas (‘PETIA”), etc.; y
similares.

A modo de ejemplo de ensayos heterogéneos estan el ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (“ELISA”)
comentado en Maggio, E.T. citado anteriormente; el radioinmunoensayo, dado a conocer en Yalow, et al., J. Clin.
Invest. 39:1157 (1960), etcétera.

Otros ensayos incluyen el inmunoensayo de particulas de sol (“SPIA”), el inmunoensayo de colorante disperso
(“DIA”); el metaloinmunoensayo (“MIA”); los inmunoensayos de membrana enzimatica (“EMIA”);
luminoinmunoensayos (“LIA”); etcétera. Otros tipos de ensayos incluyen ensayos de inmunosensor que implican la
monitorizacion de los cambios en las propiedades Opticas, acusticas y eléctricas de una superficie de anticuerpo
inmovilizado tras la unién de un antigeno o hapteno. Tales ensayos incluyen, por ejemplo, ensayos de inmunosensor
optico, ensayos de inmunosensor acustico, ensayos de inmunosensor semiconductor, ensayos de inmunosensor de
transductor electroquimico, ensayos de inmunosensor potenciométrico, ensayos de electrodo amperométrico y
similares. Los reactivos anteriores también pueden emplearse en inmunoensayos de multiples analitos en los que
uno o mas analitos de entactégenos pueden ser objeto de deteccion junto con uno o mas otros analitos tales como
otras drogas y similares. Tales sistemas de multiples analitos se describen en la patente estadounidense n.°
5.135.836.

Los ensayos homogéneos y heterogéneos, particularmente inmunoensayos enzimaticos e inmunoensayos de
polarizacién de fluorescencia, se llevan a cabo normalmente en un medio tamponado acuoso a un pH moderado,
generalmente el que proporciona una sensibilidad del ensayo 6ptima. El medio acuoso puede ser Unicamente agua
o puede incluir desde el 0 hasta aproximadamente el 40 por ciento en volumen de un codisolvente. El pH para el
medio estara habitualmente en el intervalo de aproximadamente 4 a aproximadamente 11, mas habitualmente en el
intervalo de aproximadamente 5 a aproximadamente 10, y preferiblemente en el intervalo de aproximadamente 6,5 a
aproximadamente 9,5. El pH sera habitualmente un compromiso entre la unién éptima de los miembros de unién de
cualquier par de union especifica, el pH éptimo para otros reactivos del ensayo tales como miembros del sistema de
produccién de sefales, etcétera.

Pueden usarse diversos tampones para lograr el pH deseado y mantener el pH durante la determinacion. Los
tampones ilustrativos incluyen borato, fosfato, carbonato, tris, barbital y similares. El tampoén particular empleado no
es critico para esta invencion, pero en un ensayo individual puede preferirse uno u otro tampoén. Pueden emplearse
diversos materiales auxiliares en el método segun la presente invencién. Por ejemplo, ademas de tampones el
medio puede comprender estabilizadores para el medio y para los reactivos empleados. Frecuentemente, ademas
de estos aditivos, pueden incluirse proteinas, tal como albuminas; disolventes organicos tales como formamida;
sales de amonio cuaternario; polianiones tales como sulfato de dextrano; tensioactivos, particularmente tensioactivos
no iénicos; potenciadores de la union, por ejemplo, polialquilenglicoles; o similares.

Pueden aplicarse uno o mas periodos de incubacion al medio a uno o mas intervalos incluyendo cualquier intervalo
entre adiciones de diversos reactivos mencionados anteriormente. El medio se incuba habitualmente a una
temperatura y durante un tiempo suficiente para que se produzca la unién de los diversos componentes de los
reactivos. Normalmente se emplean temperaturas moderadas para llevar a cabo el método y habitualmente
temperatura constante, preferiblemente, temperatura ambiente, durante el periodo de la medicién. Las temperaturas
de incubacion oscilan normalmente entre aproximadamente 5° y aproximadamente 99°C, habitualmente entre
aproximadamente 15°C y aproximadamente 70°C, mas habitualmente de 20°C a aproximadamente 45°C. El periodo
de tiempo para la incubacion es de aproximadamente 0,2 segundos a aproximadamente 6 horas, habitualmente,
desde aproximadamente 2 segundos hasta aproximadamente 1 hora, mas habitualmente, de aproximadamente 1 a
aproximadamente 5 minutos. El periodo de tiempo depende de la temperatura del medio y la velocidad de union de
los diversos reactivos, que esta determinada por la constante de velocidad de asociacién, la concentracion, la
constante de unién y la constante de velocidad de disociacion. Las temperaturas durante las mediciones oscilaran
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generalmente entre aproximadamente 10 y aproximadamente 50°C, mas habitualmente entre aproximadamente 15y
aproximadamente 40°C.

La concentracion de analito de entactdgeno que puede someterse a ensayo varia generalmente desde
aproximadamente 10 hasta aproximadamente 107 M, mas habitualmente desde aproximadamente 10 hasta
aproximadamente 10-'* M. Consideraciones, tales como si el ensayo es cualitativo, semicuantitativo o cuantitativo
(en relacion con la cantidad de analito presente en la muestra), la técnica de deteccion particular y la concentracion
del analito determinaran normalmente las concentraciones de los diversos reactivos.

La concentracion de analitos que va a detectarse variara generalmente desde aproximadamente 10 hasta
aproximadamente 10"'7 M, mas habitualmente desde aproximadamente 10® hasta aproximadamente 10-'* M. En
general, se establece un nivel de punto de corte predeterminado para cada analito que se sospecha que esta en una
muestra. El nivel de punto de corte predeterminado particular se determina generalmente para cada analito. Los
expertos en la técnica son muy conscientes de los factores que se refieren a la seleccion de niveles de punto de
corte predeterminados. Por ejemplo, para muchas drogas, los niveles de punto de corte se determinan por SAMSA,
una agencia del Department of Health and Human Services. La naturaleza del sistema de produccion de sefiales
puede ser una consideracion en la determinacion de los niveles de punto de corte predeterminados de algunos
analitos. Otra consideracion es que la variacion esperada en la concentracion de los analitos que es significativa
debe proporcionar una diferencia de sefial medible de manera precisa.

Las concentraciones de los diversos reactivos en el medio de ensayo se determinaran generalmente mediante el
intervalo de concentracién de interés del analito de entactégeno. Sin embargo, la concentracion final de cada uno de
los reactivos normalmente se determinara empiricamente para optimizar la sensibilidad del ensayo a lo largo del
intervalo. Es decir, una variacion en la concentracion de analito de entactdgeno que es significativa debe
proporcionar una diferencia de sefial medible de manera precisa. Consideraciones tales como la naturaleza del
sistema de produccién de sefales y la naturaleza de, y los niveles de punto de corte predeterminados para, los
analitos de entactégenos normalmente determinan las concentraciones de los diversos reactivos.

Aunque el orden de adicidon puede variarse ampliamente, habra determinadas preferencias dependiendo de la
naturaleza del ensayo. El orden de adicion mas sencillo es afiadir todos los materiales simultaneamente y
determinar el efecto que tiene el medio de ensayo sobre la sefial como en un ensayo homogéneo. Alternativamente,
los reactivos pueden combinarse secuencialmente. Opcionalmente, puede afadirse una etapa de incubacién
posteriormente a cada adicion, que oscila generalmente entre aproximadamente 30 segundos y aproximadamente
6 horas, mas habitualmente entre aproximadamente 1 minuto y aproximadamente 1 hora.

Los siguientes ejemplos describen adicionalmente las realizaciones especificas de la invencién a modo de
ilustracion y se pretende que describan la invencion.

En un ensayo homogéneo, tras combinarse todos los reactivos, se determina la sefial y se relaciona con la cantidad
de analito de entactégeno en la muestra. Por ejemplo, en un ensayo de EMIT para detectar MDA, se combina una
muestra que se sospecha que contiene MDA en un medio acuoso o bien simultaneamente o bien secuencialmente
con un conjugado de MDA-enzima y anticuerpo que puede reconocer MDA y el conjugado, ambos de los cuales se
preparan segun la presente invencion. Generalmente, se afiade un sustrato para la enzima, lo que da como
resultado la formacion de un producto cromogénico o fluorogénico tras la reaccion catalizada por enzima. Enzimas
preferidas son glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y fosfatasa alcalina pero pueden emplearse otras enzimas. La
MDA y el conjugado de MDA-enzima compiten por los sitios de unién en el anticuerpo. Entonces se determina la
actividad enzimatica en el medio, habitualmente por medios espectrofotométricos, y se compara con la actividad
enzimatica determinada cuando se someten a prueba calibradores o muestras de referencia en los que esta
presente una cantidad conocida de MDA. Normalmente, los calibradores se someten a prueba de una manera
similar a las pruebas de la muestra que se sospecha que contiene MDA. Los calibradores contendran normalmente
concentraciones diferentes, pero conocidas, del analito de MDA que va a determinarse. Preferiblemente, los
intervalos de concentracion presentes en los calibradores abarcaran el intervalo de concentraciones de MDA
sospechadas en las muestras desconocidas.

Los ensayos heterogéneos implican habitualmente una o mas etapas de separacion y pueden ser competitivos o no
competitivos. Se dan a conocer una variedad de formatos de ensayo competitivos y no competitivos en Davalian, et
al., patente estadounidense n.° 5.089.390, columna 14, linea 25 a columna 15, linea 9. En un ensayo competitivo
tipico, se pone en contacto un soporte que tiene un anticuerpo para un analito de entactdgeno tal como, por ejemplo,
un anticuerpo para MDA, unido al mismo con un medio que contiene la muestra y un conjugado de MDA-marcador
en el que se conjuga MDA con un marcador detectable tal como una enzima. Tras separar el soporte y el medio, se
determina la actividad del marcador del soporte o el medio mediante técnicas convencionales y se relaciona con la
cantidad de MDA en la muestra.

El soporte puede estar compuesto por un material organico o inorganico, solido o fluido, insoluble en agua, que

puede ser transparente o parcialmente transparente. El soporte puede tener cualquiera de varias formas, tales como
particula, incluyendo perla, pelicula, membrana, tubo, pocillo, tira, varilla, placa y similares. Dependiendo del tipo de
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ensayo, el soporte puede ser suspendible o no en el medio en el que se emplea. Ejemplos de soportes suspendibles
son materiales poliméricos tales como latex, bicapas lipidicas o liposomas, gotitas de aceite, células e hidrogeles.
Otras composiciones de soporte incluyen polimeros, tales como nitrocelulosa, acetato de celulosa, poli(cloruro de
vinilo), poliacrilamida, poliacrilato, polietileno, polipropileno, poli(4-metilbuteno), poliestireno, polimetacrilato,
poli(tereftalato de etileno), nailon, poli(butirato de vinilo), etc.; o bien usados en si mismos o bien conjuntamente con
otros materiales.

La union de componentes a la superficie de un soporte puede ser directa o indirecta, covalente o no covalente, y
puede lograrse mediante técnicas bien conocidas, disponibles comunmente en la bibliografia, tal como se comento
anteriormente. Véanse, por ejemplo, “Immobilized Enzymes”, Ichiro Chibata, Halsted Press, Nueva York (1978) y
Cautrecasas, J. Biol. Chem., 245:3059 (1970). La superficie del soporte es habitualmente polifuncional o puede
polifuncionalizarse o puede unirse a un miembro de sbp, o similares, a través de interacciones covalentes o
especificas 0 no especificas no covalentes. Tal unién es indirecta cuando se usan interacciones no covalentes y es
directa cuando se emplean interacciones covalentes. Estan disponibles o pueden incorporarse una amplia variedad
de grupos funcionales. Los grupos funcionales incluyen acidos carboxilicos, aldehidos, grupos amino, grupos ciano,
grupos etileno, grupos hidroxilo, grupos mercapto y similares. La manera de unién de una amplia variedad de
compuestos a superficies se conoce bien y se ilustra ampliamente en la bibliografia (véase anteriormente).

La union del anticuerpo para MDA y MDA da como resultado la formacion de un complejo inmunitario que puede
detectarse directa o indirectamente de numerosos modos que se conocen bien en la técnica. Los complejos
inmunitarios se detectan directamente, por ejemplo, cuando los anticuerpos empleados estan conjugados con un
marcador. El complejo inmunitario se detecta indirectamente examinando para detectar el efecto de la formacion de
complejos inmunitarios en un medio de ensayo sobre un sistema de produccion de sefiales o empleando un receptor
marcado que se une especificamente a un anticuerpo producido empleando uno de los conjugados de inmunogenos
de haptenos de la invencion.

La activacion del sistema de produccion de sefiales depende de la naturaleza de los miembros del sistema de
produccién de sefales. Para los miembros de un sistema de produccién de sefales que se activan con luz, se irradia
el miembro con luz. Para miembros de sistemas de produccion de sefiales que estan sobre la superficie de una
particula, la adicion de una base puede dar como resultado la activacion. Se sugeriran otros métodos de activacion a
los expertos en la técnica en vista de las descripciones en el presente documento. Para algunos sistemas de
produccion de sefiales no es necesario ninglin agente para la activacion, tales como los sistemas que implican un
marcador que es un marcador radiactivo, una enzima, etcétera. Para sistemas enzimaticos, puede ser necesaria la
adicién de un sustrato y/o un cofactor.

En determinadas realizaciones, pueden emplearse marcadores primero y segundo y comprenden un par de
marcadores. Estos pares de marcadores pueden ser, por ejemplo, un generador o sensibilizador de oxigeno singlete
y un par de reactantes quimioluminiscentes, un par enzimatico en el que un producto de la primera enzima sirve
como sustrato para la segunda enzima y un par de donador y aceptor de energia luminiscente, por ejemplo, un
donador o aceptor de energia y un compuesto fluorescente. La sefial se iniciara habitualmente por, y/o se detectara
como, radiacion electromagnética y sera preferiblemente luminiscencia tal como quimioluminiscencia, fluorescencia,
electroluminiscencia o fosforescencia.

El examen para detectar la presencia y cantidad de la sefial también incluye la deteccion de la sefal, que
generalmente es simplemente una etapa en la que se lee la sefial. La sefal se lee normalmente usando un
instrumento, cuya naturaleza depende de la naturaleza de la sefal. El instrumento puede ser un espectrofotometro,
fluorémetro, espectrometro de absorcion, luminémetro, quimioluminémetro, actindmetro, instrumento fotografico y
similares. La presencia y cantidad de sefial detectada se relaciona con la presencia y cantidad del analito de
entactdgeno presente en una muestra por encima del nivel de punto de corte predeterminado. Las temperaturas
durante las mediciones oscilan generalmente entre aproximadamente 10°C y aproximadamente 70°C, mas
habitualmente entre aproximadamente 20° y aproximadamente 45°C, mas habitualmente de aproximadamente 20°C
a aproximadamente 25°C. En un enfoque, se forman curvas patron usando concentraciones conocidas de los
analitos que van a examinarse. También pueden usarse calibradores y otros controles.

La descripcién a continuacion de determinadas realizaciones a modo de ejemplo de los métodos usa la expresion
“y/o”, que significa que el método puede implicar o no cada punto mencionado. Esta expresion se usa por motivos de
brevedad. En general, un método implicara al menos un anticuerpo para un analito, por ejemplo,
metilendioxianfetamina, y al menos un conjugado enzimatico que se corresponde con ese analito, por ejemplo, un
conjugado enzimatico de una metilendioxianfetamina.

Una realizacién es un método para determinar un compuesto seleccionado del grupo que consiste en 3,4-
metilendioxianfetamina (MDA), 3,4-metilendioxi-metanfetamina (MDMA), 3,4-metilendioxietilanfetamina (MDEA) y 4-
hidroxi-3-metoxi-metanfetamina (HMMA), comprendiendo dicho método:

(a) proporcionar en combinacion en un medio:
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(i) una muestra que se sospecha que contiene dicho compuesto y
(i) un anticuerpo generado contra el entactégeno de un compuesto segun la reivindicacion 1

y

(b) examinar dicho medio para detectar la presencia de un complejo que comprende dicho compuesto y dicho
anticuerpo, indicando la presencia del mismo la presencia de dicho compuesto en dicha muestra.

Una realizaciéon es un método para determinar anfetamina y/o metanfetamina y/o metilendioxietanfetamina en una
muestra que se sospecha que contiene metilendioxianfetamina y/o metilendioximetanfetamina y/o
metilendioxietanfetamina, comprendiendo dicho método:

(a) proporcionar en combinacion en un medio:
(i) dicha muestra,
(i) un anticuerpo para metilendioxianfetamina, y/o
(iii) un anticuerpo para metilendioximetanfetamina, y/o
(iv) un anticuerpo para metilendioxietanfetamina, y
(v) un compuesto segun la reivindicacion 2

y

(b) examinar dicho medio para detectar la presencia de un complejo que comprende dicha
metilendioxianfetamina y dicho anticuerpo para metilendioxianfetamina y/o un complejo de dicha
metilendioximetanfetamina y dicho anticuerpo para metilendioximetanfetamina y/o un complejo de dicha
metilendioxietanfetamina y dicho anticuerpo para metilendioxietanfetamina, indicando la presencia del mismo la
presencia de dicha metilendioxianfetamina y/o metilendioximetanfetamina y/o metilendioxietanfetamina en dicha
muestra.

El examen puede comprender medir la sefial de la enzima, estando relacionada la cantidad de la misma con la
presencia de la metilendioxianfetamina y/o metilendioximetanfetamina y/o metilendioxietanfetamina en la muestra. El
método puede ser un método homogéneo y se examina el medio para determinar la cantidad de la sefial. El método
puede ser un método heterogéneo y se separa el complejo, si esta presente, del medio y se examina el medio o el
complejo para determinar la cantidad de la sefial. La enzima puede ser glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.
Una realizacion es un método para determinar metilendioxianfetamina y/o metilendioximetanfetamina y/o
metilendioxietanfetamina en una muestra que se sospecha que contiene metilendioxianfetamina y/o metilendioxi-
metanfetamina y/o metilendioxietanfetamina, comprendiendo dicho método:
(a) proporcionar en combinacion en un medio:

(i) dicha muestra,

(i) un anticuerpo para metilendioxianfetamina, y/o

(iii) un anticuerpo para metilendioximetanfetamina, y/o

(iv) un anticuerpo para metilendioxietanfetamina, y

(v) un compuesto segun la reivindicacion 5

y

(b) examinar dicho medio para detectar la presencia de un complejo que comprende dicha
metilendioxianfetamina y dicho anticuerpo para metilendioxianfetamina y/o un complejo de dicha
metilendioximetanfetamina y dicho anticuerpo para metilendioximetanfetamina y/o un complejo de dicha
metilendioxietanfetamina y dicho anticuerpo para metilendioxietanfetamina, indicando la presencia del mismo la
presencia de dicha metilendioxianfetamina y/o metilendioximetanfetamina y/o metilendioximetanfetamina en
dicha muestra.

El examen puede comprender medir la sefial de la enzima, estando relacionada la cantidad de la misma con la

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2460956 T3

presencia de la metilendioxianfetamina y/o metilendioximetanfetamina y/o metilendioxietanfetamina en la muestra. El
método puede ser un método homogéneo y se examina el medio para determinar la cantidad de la sefial. El método
puede ser un método heterogéneo y se separa el complejo, si esta presente, del medio y se examina el medio o el
complejo para determinar la cantidad de la sefial. La enzima puede ser glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.
Una realizacion es un método para determinar metilendioxianfetamina y/o metilendioximetanfetamina y/o
metilendioxietanfetamina en una muestra que se sospecha que contiene metilendioxianfetamina y/o metilendioxi-
metanfetamina y/o metilendioxietanfetamina, comprendiendo dicho método:
(a) proporcionar en combinacion en un medio:
(i) dicha muestra,
(i) un conjugado de una enzima y un analogo de metilendioxianfetamina y/o un conjugado de una enzimay
un andlogo de metilendioximetanfetamina y/o un conjugado de una enzima y un analogo de
metilendioxietanfetamina,

(iii) un anticuerpo para metilendioxianfetamina, estando generado dicho anticuerpo contra un entactégeno de
un compuesto segun la reivindicacion 3 y/o

(iv) un anticuerpo para metilendioximetanfetamina, estando generado dicho anticuerpo contra un entactégeno

de un compuesto de férmula:
»( e
Rt~
"

en la que:
R" es H, o metilo o etilo, preferiblemente, H,
R% es H,
R* es metilo,
RY es -(CH2)nSCH2C(O)R® 0 -(CH2)nC(SO2R¥)=CH,,
R® es Z', que es una proteina inmunogénica o un portador inmunogénico distinto de poli(aminoacido),

n’ es un numero entero entre 1 y el peso molecular de dicha proteina inmunogénica o dicho portador
inmunogénico dividido entre aproximadamente 500; y/o

(v) un anticuerpo para metilendioxietanfetamina, estando generado dicho anticuerpo contra un entactdogeno
de un compuesto de férmula:

en la que:
R" es H, o metilo o etilo, preferiblemente, H,
R% es H,

R* es etilo,
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RY es -(CH2)nSCH2C(O)R® 0 -(CH2)nC(SO2R¥)=CH,
R® es Z', que es una proteina inmunogénica o un portador inmunogénico distinto de poli(aminoacido),

n’ es un numero entero entre 1 y el peso molecular de dicha proteina inmunogénica o dicho portador
inmunogénico dividido entre aproximadamente 500; y

(b) examinar dicho medio para detectar la presencia de un complejo que comprende dicha
metilendioxianfetamina y dicho anticuerpo para metilendioxianfetamina y/o un complejo de dicha
metilendioximetanfetamina y dicho anticuerpo para metilendioximetanfetamina y/o un complejo de dicha
metilendioxietanfetamina y dicho anticuerpo para metilendioxietanfetamina, indicando la presencia del mismo la
presencia de dicha metilendioxianfetamina y/o metilendioximetanfetamina y/o metilendioxietanfetamina en dicha
muestra.

El examen puede comprender medir la sefial de la enzima, estando relacionada la cantidad de la misma con la
presencia de la metilendioxianfetamina y/o metilendioximetanfetamina y/o metilendioxietanfetamina en la muestra. El
método puede ser un método homogéneo y se examina el medio para determinar la cantidad de la sefial. El método
puede ser un método heterogéneo y se separa el complejo, si esta presente, del medio y se examina el medio o el
complejo para determinar la cantidad de la sefial. La enzima puede ser glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.

Otra realizacion es un método para determinar metilendioxianfetamina y/o metilendioximetanfetamina en una
muestra que se sospecha que contiene metilendioxianfetamina y/o metilendioximetanfetamina, comprendiendo dicho
método:
(a) proporcionar en combinacion en un medio:
(i) dicha muestra,
(ii) un conjugado de una enzima y un analogo de metilendioxianfetamina y/o un conjugado de una enzimay
un andlogo de metilendioximetanfetamina y/o un conjugado de una enzima y un analogo de

metilendioxietanfetamina,

(iii) un anticuerpo para metilendioxianfetamina, estando generado dicho anticuerpo contra un entactégeno de
un compuesto de férmula:

T7
N

<°U\( T
) "

en la que:
R” es H,
R¥ es -C(O)(CH2),NHC(O)R®, -C(O)(CH2)nNHC(O)(CH2)»SR?, -(CH2)nSCH,C(O)R® o]
-(CH2)nC(SO2R%)=CHj, preferiblemente, R¥ es -C(O)(CH2)nR?, -C(0O)(CH2)n\NHC(O)R®,
-(CH2)nSCH2C(O)R® 0 -(CH2)nC(SO2R%)=CHy,

R® es Z”, que es una proteina inmunogénica o un portador inmunogénico distinto de poli(aminoacido),

n” es un numero entero entre 1 y el peso molecular de dicha proteina inmunogénica o dicho portador
inmunogénico dividido entre aproximadamente 500; y/o

(iv) un anticuerpo para metilendioximetanfetamina, estando generado dicho anticuerpo contra un entactégeno
de un compuesto de férmula:

T7
N

<°U\( T
) "
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en la que:
R” es metilo,

R¥ es  -C(O)CH,).NHC(O)R®,  -C(O)(CH,).NHC(O)(CH2)sSR?,  -(CH2)sSCH,C(O)R® o
~(CH2)nC(SO2R®")=CHy,

R® es Z”, que es una proteina inmunogénica o un portador inmunogénico distinto de poli(aminoacido),

n” es un numero entero entre 1 y el peso molecular de dicha proteina inmunogénica o dicho portador
inmunogénico dividido entre aproximadamente 500; y/o

(v) un anticuerpo para metilendioxietanfetamina, estando generado dicho anticuerpo contra un entactégeno
de un compuesto de férmula:

T7
N

<°U\( T
) "

en la que:
R” es etilo,

R¥ es  -C(O)CH,).NHC(O)R®,  -C(O)(CH,).NHC(O)(CH2)sSR?,  -(CH2)sSCH,C(O)R® o
~«(CH2)nC(SO2R®)=CHy,

R® es Z”, que es una proteina inmunogénica o un portador inmunogénico distinto de poli(aminoacido),

n” es un numero entero entre 1 y el peso molecular de dicha proteina inmunogénica o dicho portador
inmunogénico dividido entre aproximadamente 500; y

(b) examinar dicho medio para detectar la presencia de un complejo que comprende dicha
metilendioxianfetamina y dicho anticuerpo para metilendioxianfetamina y/o un complejo de dicha
metilendioximetanfetamina y dicho anticuerpo para metilendioximetanfetamina y/o un complejo de dicha
metilendioxietanfetamina y dicho anticuerpo para metilendioxietanfetamina, indicando la presencia del mismo la
presencia de dicha anfetamina y/o metanfetamina y/o metilendioxietanfetamina en dicha muestra.

El examen puede comprender medir la sefial de la enzima, estando relacionada la cantidad de la misma con la
presencia de la metilendioxianfetamina y/o metilendioximetanfetamina y/o metilendioxietanfetamina en la muestra. El
método puede ser un método homogéneo y se examina el medio para determinar la cantidad de la sefial. El método
puede ser un método heterogéneo y se separa el complejo, si esta presente, del medio y se examina el medio o el
complejo para determinar la cantidad de la sefial. La enzima puede ser glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.

Kits

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a kits Utiles para realizar convenientemente un ensayo para la
determinacion de un analito de entactégeno tal como, por ejemplo, 3,4-metilendioxianfetamina (MDA), 3,4-
metilendioxi-metanfetamina (MDMA), 3,4-metilendioxietil-anfetamina (MDEA) y 4-hidroxi-3-metoxi-metanfetamina
(HMMA). El kit comprende (a) un anticuerpo generado contra un conjugado de un inmunégeno tal como, por
ejemplo, una proteina, y un compuesto de formula |, férmula 1l o férmula Ill y (b) reactivos auxiliares para determinar
el compuesto. El kit puede comprender ademas un conjugado de marcador del compuesto de férmula |, formula Il o
férmula Ill anterior.

Para potenciar la versatilidad de la invencion objeto, los reactivos del kit pueden proporcionarse en combinacion
envasada, en los mismos recipientes o recipientes separados, en forma liquida o liofilizada de modo que la razén de
los reactivos proporciona una optimizacion sustancial del método y el ensayo. Los reactivos pueden estar cada uno
en recipientes separados o pueden combinarse diversos reactivos en uno o mas recipientes dependiendo de la
reactividad cruzada y la estabilidad de los reactivos.

El kit puede incluir ademas otros reactivos envasados por separado para realizar un ensayo tales como miembros de
sbp adicionales, reactivos auxiliares tales como un sustrato enzimatico auxiliar, etcétera. Las cantidades relativas de
los diversos reactivos en los kits pueden variarse ampliamente para proporcionar concentraciones de los reactivos
que optimizan sustancialmente las reacciones que es necesario que se produzcan durante el presente método y
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adicionalmente para optimizar sustancialmente la sensibilidad del ensayo. En circunstancias apropiadas, uno o mas
de los reactivos del kit pueden proporcionarse como un polvo seco, habitualmente liofilizado, incluyendo excipientes,
que en disolucién proporcionaran una disolucién de reactivo que tiene las concentraciones apropiadas para realizar
un método o ensayo segun la presente invencion. El kit puede incluir ademas una descripcion escrita de un método
segun la presente invencion tal como se describid anteriormente.

La descripcion a continuacion de determinadas realizaciones a modo de ejemplo de kits usa la expresion “y/o”, que
significa que el kit puede contener o no cada punto mencionado. Esta expresion se usa por motivos de brevedad. En
general, un kit incluira al menos un anticuerpo para un analito, por ejemplo, metilendioxianfetamina, y al menos un
conjugado enzimatico que se corresponde con ese analito, por ejemplo, un conjugado enzimatico de una
metilendioxianfetamina.

Una realizacién particular es un kit que comprende en combinacién envasada:
(i) un anticuerpo para metilendioxianfetamina, y/o
(i) un anticuerpo para metilendioximetanfetamina, y/o
(iii) un anticuerpo para metilendioxietanfetamina, y
(iv) un compuesto segun la reivindicacion 5.
Otra realizacién de un kit comprende en combinacién envasada:
(i) un anticuerpo para metilendioxianfetamina,
(i) un anticuerpo para metilendioximetanfetamina, y/o
(iii) un anticuerpo para metilendioxietanfetamina, y
(iv) un compuesto segun la reivindicacion 3.
Otra realizacion de un kit comprende en combinacién envasada:
(i) un conjugado de una enzima y un analogo de metilendioxianfetamina y/o un conjugado de una enzima y un
analogo de metilendioximetanfetamina y/o un conjugado de una enzima y un analogo de
metilendioxietanfetamina, y
(ii) un anticuerpo para metilendioxianfetamina, estando generado dicho anticuerpo contra un entactégeno de un
compuesto segun la reivindicacion 4, en el que R” es H, o un compuesto segun la reivindicacion 3, en el que R"
es OH, R¥ es Hy R* es H; y/o
(iii) un anticuerpo para metilendioximetanfetamina, estando generado dicho anticuerpo contra un entactégeno de
un compuesto segun la reivindicacion 4, en el que R” es metilo, o un compuesto segun la reivindicacion 3, en el
que R" es OH, R¥ es metilo y R* es H; y/o
(iv) un anticuerpo para metilendioxietanfetamina, estando generado dicho anticuerpo contra un entactégeno de
un compuesto segun la reivindicacion 4, en el que R” es etilo, 0 un compuesto segun la reivindicacion 3, en el
que R" es OH, R¥ es etilo y R* es H.
Ejemplos
La invencion se demuestra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos ilustrativos. Las partes y los
porcentajes mencionados en el presente documento son en peso a menos que se especifique lo contrario. Las
temperaturas son en grados centigrados (°C).
La cromatografia en capa fina (CCF) analitica fue el método de analisis habitual y se realizé en placas con soporte
de vidrio de gel de silice GF de Analtech Uniplate (0,25 mm) usando el disolvente especificado. Se visualizaron los
puntos en CCF mediante luz ultravioleta (onda corta y/o larga) y/o vapores de yodo. Se llevé a cabo cromatografia
ultrarrapida en gel de silice 60 A de Whatman (230-400 de malla). Se obtuvieron todos los productos quimicos de
Sigma Chemical Company (St. Louis, MO), Aldrich Chemical Company (St. Louis, MO), Fluka (Milwaukee, WI) y se
usaron tal como se recibieron. Se registraron de manera rutinaria espectros de 'H-RMN y '3C-RMN con un
espectrometro Bruker Ultrashiel™-400 de (400 MHz) (Bruker, Billerica MA). Se notifico el desplazamiento quimico en
partes por millon (ppm, 8) y se refirid a tetrametilsilano o a disolvente deuterado como referencia interna. Las

abreviaturas de RMN usadas son s (singlete), d (doblete) y m (multiplete). Se obtuvieron los espectros de masas en
el Mass Spectrometry Laboratory, University of California en Berkeley, Berkeley, California.

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2460956 T3

Se determinaron los puntos de fusién en un aparato capilar de Hoover y no se corrigieron. Se registraron los
espectros infrarrojos en un espectrometro 297IR de Perkin-Elmer. Se realizaron los espectros de absorcion UV-
visible en un espectrofotdmetro de red de diodos HP 8452A. Se realizaron las mediciones de fluorescencia en un
espectrofotdmetro Spex fluorolog o un espectrofotometro 650-40 de Perkin Elmer.

Las siguientes abreviaturas tienen los significados expuestos a continuacion:

g — gramos

mg — miligramos

ml — mililitros

pl — microlitros

mmol — milimoles

DMF — dimetilformamida

THF — tetrahidrofurano

RMN — espectroscopia de resonancia magnética nuclear

MHz — megahercios

EDAC - clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (Sigma Chemical Company)

MeOH — metanol

FAB-EM — bombardeo por atomos rapidos — espectrometria de masas

Agua DI — agua desionizada

Ensayo de concentracion de proteina de BCA — Pierce Chemical Company

TNBS — acido 2,4,6-trinitrobencenosulfénico

KLH — hemocianina de lapa californiana

NHS — éster N-hidroxisuccinimico

THF - tetrahidrofurano

tBoc,O — dicarbonato de di-terc-butilo

TFA — acido trifluoroacético

Preparacion de anticuerpos

Se empled el siguiente método para preparar anticuerpos policlonales: Se obtiene antisuero que contiene
anticuerpos mediante técnicas bien establecidas que implican inmunizaciéon de un animal, tal como un conejo, una
cobaya o una cabra, con un inmundgeno apropiado y obtencion de antisueros de la sangre del animal inmunizado
tras un periodo de espera apropiado. Se proporcionan revisiones del estado de la técnica por Parker,
Radioimmunoassay of Biologically Active Compounds, Prentice-Hall (Englewood Cliffs, N.J., EE.UU., 1976), Butler,
J. Immunol. Meth. 7: 1-24 (1975); Broughton y Strong, Clin. Chem. 22: 726-732 (1976); y Playfair, et al., Br. Med.
Bull. 30: 24-31 (1974).

Puede emplearse el siguiente procedimiento para preparar anticuerpos monoclonales: Se produjeron anticuerpos
monoclonales segun las técnicas convencionales de Kohler y Milstein, Nature 265:495-497, 1975. Se encuentran
revisiones de técnicas de anticuerpos monoclonales en Lymphocyte Hybridomas, ed. Melchers, et al. Springer-
Verlag (Nueva York 1978), Nature 266: 495 (1977), Science 208: 692 (1980), y Methods of Enzymology 73 (Parte B):
3-46 (1981). Se inyectan muestras de una preparacion de inmunégeno apropiado en un animal tal como un raton y,
tras un tiempo suficiente, se sacrifica el animal y se obtienen células del bazo. Alternativamente, pueden
sensibilizarse las células del bazo de un animal no inmunizado al inmunoégeno in vitro. Pueden comprimirse los
cromosomas de células del bazo que codifican para las secuencias de base para las inmunoglobulinas deseadas
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fusionando las células del bazo, generalmente en presencia de un detergente no idnico, por ejemplo, polietilenglicol,
con una linea celular de mieloma. Se deja que las células resultantes, que incluyen hibridomas fusionados, crezcan
en un medio selectivo, tal como medio HAT, y se hacen crecer las células inmortalizadas supervivientes en tal medio
usando condiciones de dilucién limitante. Se hacen crecer las células en un recipiente adecuado, por ejemplo,
pocillos de microtitulacion, y se examina el sobrenadante para seleccionar anticuerpos monoclonales que tienen la
especificidad deseada.

Existen diversas técnicas para potenciar los rendimientos de anticuerpos monoclonales, tales como inyeccion de las
células de hibridoma en la cavidad peritoneal de un huésped mamifero, que acepta las células, y recogida el liquido
ascitico. Cuando se reune una cantidad insuficiente del anticuerpo monoclonal en el liquido ascitico, se recoge el
anticuerpo de la sangre del huésped. Alternativamente, puede hacerse crecer la célula que produce el anticuerpo
deseado en un dispositivo de cultivo celular de fibras huecas o un dispositivo de frasco centrifugador, ambos de los
cuales se conocen bien en la técnica. Existen diversas maneras convencionales para el aislamiento y la purificacion
de los anticuerpos monoclonales con respecto a otras proteinas y otros contaminantes (véase Koéhler y Milstein,
citado anteriormente).

En general, pueden purificarse anticuerpos mediante técnicas conocidas tales como cromatografia, por ejemplo,
cromatografia de DEAE, cromatografia de ABx y similares, filtracion, etcétera.

Preparacion del compuesto (7) que sélo es para fines de referencia

A una disolucion de MDMA (1) (45 mg) en DMF (10 ml) se le afiadié NaH (27 mg). Se agité la mezcla de reaccion a
temperatura ambiente durante 20 minutos. Se afiadi® bromoacetato de metilo (50 mg) a la mezcla. Se agité la
mezcla a temperatura ambiente durante 4 horas. Se elimind la DMF mediante evaporacion rotatoria y se afadio
agua (10 ml). Se extrajo la fase acuosa con acetato de etilo (4 x 25 ml). Se secaron las fases organicas combinadas
sobre MgSO., se filtraron y se concentraron. Se purificod el residuo mediante cromatografia en columna ultrarrapida
usando acetato de etilo/hexano (2/3) como eluyente dando el producto deseado (7) (48 mg, rendimiento del 92%);
FAB-EM: MH* (266); 'H-RMN (CDCls, 400 MHz) &: 6,64 (m, 3H), 5,88 (s, 2H), 3,70 (s, 3H), 3,28 (s, 2H), 2,92 (m,
2H), 2,38 (s, 3H), 2,25 (m, 1 H), 0,91 (d, J=6,3 Hz, 3H); '*C-RMN (CDCls, 100 MHz) &: 1,72,5, 149,9, 146,1, 134,2,
122,4,109,9, 108,5, 101,2, 61,0, 55,3, 52,2, 39,8, 38,9, 14,7.

Preparacién del compuesto (8) que sélo es para fines de referencia

A una disolucién de 7 (20 mg, 0,0754 mmol) en MeOH (5 ml) y H2O (0,5 ml) se le afiadio K.CO3 (104 mg). Se agitd
la mezcla de reaccion a temperatura ambiente durante 4 horas. Se afiadié HCI (6 N) para mantener el valor del pH a
3-4. Se elimin6 la mayor parte del MeOH y H,O mediante evaporacién rotatoria. Se purificé el residuo mediante
cromatografia en columna ultrarrapida usando CH2Cl,/MeOH (17/3) como eluyente dando el producto deseado (8)
(20 mg); FAB-EM: MH* (252); '"H-RMN (CD3OD, 400 MHz) &: 6,76 (m, 3H), 5,92 (s, 2H), 4,00 (m, 2H), 3,66 (m, 1 H),
3,23 (m, 1 H), 2,94 (s, 3H), 2,82 (m, 1H), 1,22 (d, J=6,6 Hz, 3H).

Preparacién de inmunégeno de MDMA-KLH (10) que sélo es para fines de referencia

A una disolucién de 8 (8 mg, 0,0278 mmol) en DMF (0,5 ml) se le afiadieron EDAC (18 mg, 0,0938 mmol) y NHS
(14 mg, 0,121 mmol). Se agit6 la reaccion a temperatura ambiente bajo argén durante 2,5 horas. Se monitorizo el
progreso de la reaccion mediante CCF (gel de silice, MeOH/CH,CI; = 1/9). Se afiadio el hapteno activado (9) gota a
gota bajo argén a 6 ml de disolucién de fosfato de sodio (0,1 M, pH = 8,0) de KLH (20 mg) a 0°C bajo argén. El valor
del pH cambid durante la adiciéon y se us6 0,1 N de disolucién acuosa de NaOH para mantener el pH a 8,0. Tras
completarse la adicion, se permitié que la disolucion se agitase a temperatura ambiente durante 1,5 horas. Se dializé
el conjugado (10) frente a solucién salina tamponada con fosfato de Dulbecco (pH = 7,0, 3 litros) preparada a partir
de solucién salina tamponada con fosfato de Dulbecco (tampdn de Sigma, 400 ml) diluyendo con agua DI (2600 ml)
a 4°C durante 4 horas. Se repiti6 el procedimiento de didlisis tres veces con disoluciéon tampén reciente durante 16,
24 y 40 horas cada vez. Finalmente, se dializé el conjugado con disolucion tampén fosfato de sodio (10 mM, pH =
7,0) dos veces (3 horas y 4 horas). Se midi6 la concentracion de proteina usando el ensayo de concentracion de
proteina de BCA y se us6 el método de TNBS para la determinacion del nimero de haptenos. El inmundégeno (10)
tiene una concentracion de 2,32 mg/ml con un numero de haptenos de 1087, y se us6 para la inmunizaciéon de
ratones para la produccién de anticuerpos.

Preparacion del compuesto (11) que sélo es para fines de referencia

A una disolucion de MDA (4) (30 mg, 0,139 mmol) en DMF (18 ml) se le afiadié NaH (18 mg, 0,713 mmol). Se agité
la mezcla de reaccion a temperatura ambiente durante 20 minutos. Se afiadid6 bromoacetato de metilo (32 mg,
0,209 mmol) a la mezcla. Se agit6 la mezcla a temperatura ambiente durante 4 horas. Se eliminé la DMF mediante
evaporacion rotatoria y se afiadio agua (10 ml). Se extrajo la fase acuosa con acetato de etilo (4 x 20 ml). Se secé la
fase organica combinada sobre MgSOs, se filtr6 y se concentrd. Se purificd el residuo mediante cromatografia en
columna ultrarrapida usando acetato de etilo/hexano (2/3) como eluyente dando el producto deseado (11) (23 mg,
rendimiento del 66%); FAB-EM: MH* (252); 'H-RMN (CDCls, 400 MHz) &: 6,66 (m, 3H), 5,90 (s, 2H), 3,76 (m, 1H),
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3,68 (s, 3H), 3,41 (m, 2H), 2,84 (m, 1H), 2,63 (m, 1H), 2,52 (m, 1H), 1,01 (d, J=6,2 Hz, 3H); *C-RMN (CDCls,
100 MHz) &: 173,3, 148,0, 146,4, 133,1, 122,6, 109,9, 108,6, 101,2, 54,6, 52,8, 52,2, 48,9, 43,8, 20,23.

Preparacion del compuesto (12) que sélo es para fines de referencia

A una disolucion de 11 (23 mg, 0,0951 mmol) en MeOH (12 ml) se le ahadié NHsOH (1 ml). Se agit6 la mezcla de
reaccion a temperatura ambiente durante 16 horas. Se elimind la mayor parte del MeOH y NH,OH mediante
evaporacion rotatoria. Se seco adicionalmente el residuo a alto vacio para eliminar la cantidad traza de MeOH y
NH4OH. Se disolvio el residuo en CH,Cl,/MeOH (9/1) y se purificd mediante cromatografia en columna ultrarrapida
usando CH2Clo/MeOH (3/1) como eluyente dando el producto deseado (12) (20,8 mg, rendimiento del 96%); FAB-
EM: MH* (237); "H-RMN (CDCls, 400 MHz) &: 7,03 (m, 1 H), 6,68 (m, 3H), 5,92 (s, 2H), 5,70 (m, 1 H), 3,11 (m, 2H),
2,81 (m, 1H), 2,55 (m, 1H), 1,05 (d, J=6,3 Hz, 3H).

Preparacién de inmunégeno de MDA-KLH (14) que sélo es para fines de referencia

A una disolucion de 12 (8 mg, 0,0337 mmol) en DMF (0,5 ml) se le afiadieron EDAC (19 mg, 0,0991 mmol) y NHS
(19 mg, 0,165 mmol). Se agitd la reaccién a temperatura ambiente bajo argdn durante 16 horas. Se monitorizo el
progreso de la reaccion mediante CCF (gel de silice, MeOH/CHCl, = 1/9). Se afadio el hapteno activado (13) gota a
gota bajo argén a 5 ml de disolucién de fosfato de sodio (0,1 M, pH = 8,0) de KLH (20 mg) a 0°C bajo argoén. El valor
del pH cambid durante la adicién y se us6 0,1 N de disoluciéon acuosa de NaOH para mantener el pH = 8,0. Tras
completarse la adicion, se permitié que el conjugado se agitase a temperatura ambiente durante 4 horas. Se dializé
el conjugado (14) frente a solucion salina tamponada con fosfato de Dulbecco (pH = 7,0, 3 litros) preparada a partir
de solucién salina tamponada con fosfato de Dulbecco (tampdn de Sigma, 400 ml) diluyendo con agua DI (2600 ml)
a 4°C durante 4 horas. Se repitié el procedimiento de dialisis con disolucion tampén reciente durante 16, 24 y 40
horas. Finalmente, se dializ6 el conjugado con disolucion tampoén fosfato de sodio (10 mM, pH = 7,0) dos veces
(3 horas y 4 horas). Se midio la concentracion de proteina usando el ensayo de concentracion de proteina de BCA 'y
se usO el método de TNBS para la determinacién del numero de haptenos. El inmundgeno (14) tiene una
concentracion de 2,63 mg/ml con un numero de haptenos de 1490, y se usé para la inmunizacién de ratones para la
produccién de anticuerpos.

Preparaciéon del compuesto (15)

A una disolucién con agitacion de MDMA (1) (15,7 mg, 0,0684 mmol) en THF (8 ml) se le afiadié diisopropiletilamina
(100 ul, 0,574 mmol). Se agitd6 la reaccion a temperatura ambiente durante 60 minutos. Se afiadid N-
hidroxisuccinimida de acido bromoacético (48 mg, 0,202 mmol) a la mezcla de reaccién bajo argon. Se agité la
mezcla de reaccién a temperatura ambiente durante 1 hora. Se afiadié agua (10 ml) y se eliminé la mayor parte del
THF mediante evaporacion rotatoria. Se extrajo la fase acuosa con CH.Cl, (3 x 25 ml). Se lavaron las fases
organicas combinadas con agua (10 ml) y se secaron sobre MgSOQ.. Se filtré la fase organica y se evaporé hasta
sequedad mediante evaporacion rotatoria. Se purifico el residuo mediante cromatografia en columna ultrarrapida (gel
de silice) usando acetato de etilo/hexano (3/7) como eluyente dando el producto deseado (15) (16 mg, rendimiento
del 75%); FAB-EM: MH* (314); "H-RMN (CDCls, 400 MHz) &: 6,62 (m, 3H), 5,93-5,89 (m, 2H), 4,86, 3,45 (m, 1H),
3,98 (m, 1 H), 3,71 (m, 1 H), 3,49 (m, 1 H), 2,86 (s, 3H), 2,68 (m, 2H), 1,28, 1,11 (m, 3H).

Preparaciéon del compuesto (16)

A una disolucién con agitacion de MDMA (1) (16 mg, 0,0697 mmol) en THF (10 ml) se le afiadié diisopropiletilamina
(100 W, 0,574 mmol). Se agitd la reaccion a temperatura ambiente durante 60 minutos. Se afadié éster N-
hidroxisuccinico de bromoacetilglicina (61 mg, 0,208 mmol) a la mezcla de reaccién bajo argén. Se agité la mezcla
de reaccion a temperatura ambiente durante 1 hora. Se afiadié agua (10 ml) y se eliminé la mayor parte del THF
mediante evaporacion rotatoria. Se extrajo la fase acuosa con CH.Cl; (3 x 25 ml). Se lavod la fase organica
combinada con agua (10 ml) y se secod sobre MgSO,. Se filtré la fase organica y se evapordé hasta sequedad
mediante evaporacion rotatoria. Se purificd el residuo mediante cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice)
usando acetato de etilo/hexano (3/7) como eluyente dando el producto deseado (16) (15 mg, rendimiento del 58%);
FAB-EM: MH* (371); "H-RMN (CDCls, 400 MHz) &: 7,60 (m, NH), 6,69 (m, 3H), 5,91 (s, 2H), 4,86 (m, 1H, NH), 4,05-
3,82 (m, 4H), 3,50 (m, 1 H), 2,88, 2,76 (s, 3H), 2,69 (m, 2H), 1,24-1,12 (d, 3H).

Preparacion del compuesto (17)

A una disoluciéon con agitacion de MDMA (1) (20,9 mg, 0,091 mmol) en THF (5 ml) se le afiadi6 NaH (12 mg,
0,475 mmol). Se agitd la reaccién a temperatura ambiente durante 15 minutos. Se afadié 1,3-dibromo-2-
(metilsulfonil)propano (31 mg, 0,11 mmol) a la mezcla de reaccion. Se agité la mezcla de reaccion a 0°C durante
40 minutos. Un andlisis de CCF de la mezcla mostré6 que el material de partida MDMA habia desaparecido, y
presentd un nuevo punto menos polar. Se afiadié agua (0,1 ml) y se eliminé la mayor parte del THF mediante
evaporacion rotatoria a presion reducida. Se purificé el residuo mediante cromatografia en columna ultrarrapida (gel
de silice) usando acetato de etilo/hexano (1/1) como eluyente dando el producto deseado (17) (26 mg, rendimiento

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2460956 T3

del 92%); FAB-EM: MH* (312); "H-RMN (CDCls, 400 MHz) &: 6,64 (m, 3H), 6,27 (s, 1 H), 5,90 (s, 2H), 5,82 (s, 1 H),
3,42 (m, 2H), 3,01 (m, 1 H), 2,80 (s, 3H), 2,74 (m, 1H), 2,45 (m, 1 H), 2,17 (s, 3H), 0,96 (d, J = 6,6 Hz, 3H); '3*C-RMN
(CDCls, 100 MHz) &: 148,3, 148,0, 146,2, 134,2, 127,6, 122,3, 109,8, 108,5, 101,2, 61,1, 55,3, 43,5, 39,7, 35,1,
14,00.

Preparacion del compuesto (18)

A una disolucién con agitacion de MDA (4) (19 mg, 0,0881 mmol) en THF (10 ml) se le afiadié diisopropiletilamina
(120 pl, 0,689 mmol). Se agitd6 la reaccion a temperatura ambiente durante 60 minutos. Se afiadid N-
hidroxisuccinimida de acido bromoacético (62,5 mg, 0,2637 mmol) a la mezcla de reaccion bajo argén. Se agito la
mezcla de reaccién a temperatura ambiente durante 1 hora. Se afiadié agua (10 ml) y se eliminé la mayor parte del
THF mediante evaporacion rotatoria. Se extrajo la fase acuosa con CH.Cl, (3 x 30 ml). Se lavaron las fases
organicas combinadas con agua (10 ml) y se secaron sobre MgSOQ.. Se filtré la fase organica y se evaporé hasta
sequedad mediante evaporacion rotatoria. Se purificd el residuo mediante cromatografia en columna ultrarrapida (gel
de silice) usando acetato de etilo/hexano (2/3) como eluyente dando el producto deseado (18) (25 mg, rendimiento
del 95%); FAB-EM: MH* (300); "H-RMN (CDCls, 400 MHz) &: 6,67 (m, 3H), 6,30 (m, 1H), 5,92 (s, 2H), 4,15 (m, 1 H),
3,81 (s, 2H), 2,73 (m, 1 H), 2,66 (m, 1 H), 1,13 (d, J=6,6 Hz, 3H).

Preparacion del compuesto (19)

A una disolucién con agitacion de MDA (4) (10 mg, 0,04636 mmol) en THF (5 ml) se le afiadié diisopropiletilamina
(41 pl, 0,235 mmol). Se agitd la reaccién a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se afadié éster N-
hidroxisuccinico de bromoacetilglicina (40,7 mg, 0,138 mmol) a la mezcla de reaccion bajo argén. Se agité la mezcla
de reaccion a temperatura ambiente durante 1 hora. Se afnadié agua (5 ml) y se eliminé la mayor parte del THF
mediante evaporacion rotatoria. Se extrajo la fase acuosa con CH,Cl, (3 x 20 ml). Se lavaron las fases organicas
combinadas con agua (10 ml) y se secaron sobre MgSQ,. Se filtr6 la fase organica y se evapord hasta sequedad
mediante evaporacion rotatoria. Se purificd el residuo mediante cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice)
usando acetato de etilo/hexano (1/1) como eluyente dando el producto deseado (19) (8 mg, rendimiento del 48,3%);
FAB-EM: MH* (357, 359); "H-RMN (CDCl3, 400 MHz) &: 7,60 (m, NH), 6,64 (m, 3H), 6,00 (m, NH), 5,92 (s, 2H), 4,15
(m, 1H), 4,05 (m, 1 H), 3,88 (s. a., 3H), 2,69 (m, 2H), 1,12 (d, J=6,6 Hz, 3H).

Preparacion del compuesto (20)

A una disolucién con agitacion de MDA (4) (10 mg, 0,04636 mmol) en THF (5 ml) se le afadié NaH (5 mg,
0,198 mmol). Se agitd la reaccién a temperatura ambiente durante 15 minutos. Se afadié 1,3-dibromo-2-
(metilsulfonil)propano (14 mg, 0,05 mmol) a la mezcla de reaccién a -20°C. Se agité la mezcla de reaccién a -20°C
durante 120 minutos. Se afadié agua (0,1 ml) y se eliminé la mayor parte del THF mediante evaporacion rotatoria a
presiéon reducida. Se purificd el residuo mediante cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice) usando
acetato de etilo/hexano (7/3) como eluyente dando el producto deseado (20) (11 mg, rendimiento del 80%); FAB-EM:
MH* (298); 'H-RMN (CDCls, 400 MHz) &: 6,72 (d, J = 7,8 Hz, 1 H), 6,64 (s, 1 H), 6,60 (m 1H), 6,25 (s, 1H), 5,90 (s,
2H), 5,84 (s, 1 H), 3,62 (dd, J = 21,3, 15,0 Hz, 2H), 2,94 (s, 3H), 2,86 (m, 1 H), 2,58 (m, 2H), 1,06 (d, J = 6,3 Hz, 3H);
3C-RMN (CDCls, 100 MHz) &: 149,4, 148,1, 146,5, 133,1, 126,1, 122,6, 109,9, 108,6, 101,3, 54,4, 46,9, 43,7, 43,3,
20,5.

Preparacion del compuesto (24) que sélo es para fines de referencia

A una disolucion de clorhidrato de metilamina (4,1 g, 60,72 mmol) en MeOH (50 ml) se le afiadid6 NAACO (6,2 g,
58,5 mmol). Se agitd la reaccion a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se filtré la mezcla de reaccion en un
matraz de fondo redondo de 100 ml que contenia 4-hidroxi-3-metil-fenil-acetona (22) (1,8 g, 10 mmol). Se sometio la
mezcla de reaccion a reflujo durante 2 horas y se dejd enfriar hasta temperatura ambiente. Se afadio
cianoborohidruro de sodio (628 mg, 10 mmol) a la mezcla. Se sometié la mezcla de reaccion a reflujo durante
5 horas y durante este tiempo se mantuvo el pH de la disolucién en la neutralidad mediante adicion de HCI 4 M en
dioxano. Se evaporo6 el disolvente organico hasta sequedad mediante evaporacion rotatoria y se disolvié el residuo
en 20 ml de agua. Se acidifico la disolucién con HCI 6 N hasta pH = 2-3, se extrajo con acetato de etilo, después se
basifico hasta pH = 9-10 con NaOH 6 N, saturado con NaCl. Se extrajo la mezcla con acetato de etilo, se secaron los
extractos organicos combinados sobre MgSO, anhidro y se filtraron. Se elimind el acetato de etilo mediante
evaporacion dando un aceite. Se purifico el residuo oleoso mediante cromatografia en columna ultrarrapida (gel de
silice) usando MeOH/CH2Cl; (1/4) como eluyente dando el producto deseado (24) (532 mg, rendimiento del 27%);
'H-RMN (CDCls, 400 MHz) &: 6,82 (d, J = 7,9 Hz, 1 H), 6,67 (s, 1 H), 6,65 (d, J = 7,4 Hz, 1 H), 4,82 (s, OH), 3,85 (s,
3H), 3,46 (s, 3H), 2,75 (m, 1 H), 2,587(m, 2H), 1,06 (d, J = 6,2 Hz, 3H).

Preparacion del compuesto (25) que sélo es para fines de referencia

A una disolucién de 24 (513 mg, 2,627 mmol) en THF (30 ml) y H,O (20 ml) se le afadieron tBoc;O (1,21 g,
5,25 mmol) y KoCO3 (1,09 g, 7,89 mmol). Se agitd la reaccion a temperatura ambiente durante 4 horas. Se afiadio
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agua (20 ml) y se eliminé la mayor parte del THF mediante evaporacion rotatoria. Se extrajo la fase acuosa con
acetato de etilo (3 x 40 ml). Se lavé el disolvente organico combinado con agua (30 ml) y se sec6 sobre MgSO.. Se
filtré el disolvente y se concentré hasta sequedad. Se purificd el residuo mediante cromatografia en columna
ultrarrapida usando acetato de etilo/hexano (1/4) como eluyente dando el producto deseado (25) (632 mg, 82%);
FAB-EM: MH* (296); 'H-RMN (CDCl3, 400 MHz) &: 6,80-6,52 (m, 3H), 5,96 (m, 1H, OH), 4,48, 4,19 (s, 1H), 3,78 (s,
3H), 2,68-2,50 (m, 5H), 1,48-1,46(m, 9H), 1,07-1,04 (m, 3H).

Preparacion del compuesto (26) que sélo es para fines de referencia

A una disolucién de 25 (100 mg, 0,3385 mmol) en DMF (10 ml) se le afiadié NaH (77 mg, 3,05 mmol). Se agito la
mezcla de reaccion a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se afiadié bromoacetato de metilo (73 mg,
0,474 mmol) a la mezcla. Se agit6 la mezcla a temperatura ambiente durante 65 horas. Se eliminé la DMF mediante
evaporacion rotatoria y se afiadié agua (10 ml). Se extrajo la fase acuosa con acetato de etilo (3 x 30 ml). Se lavaron
las fases organicas combinadas con agua (15 ml) y se secaron sobre MgSO.. Se filtro la fase organica y se
concentrd hasta sequedad. Se purifico el residuo mediante cromatografia en columna ultrarrapida usando acetato de
etilo/hexano (3/7) como eluyente dando el producto deseado (26) (38 mg, rendimiento del 31%); "H-RMN (CDCls,
400 MHz) &: 6,73 (m, 3H), 4,65 (s, 2H), 4,51, 4,24 (s, 1H), 3,86 (s, 3H), 3,77 (s, 3H), 2,79-2,55 (m, 5H), 1,38-1,32 (m,
9H), 1,13 (s.a., 3H).

Preparacion del compuesto (27) que sélo es para fines de referencia

A una disolucion de 26 (19 mg, 0,0517 mmol) en CH2Cl> (2 ml) se le ahadié TFA (0,3 ml). Se agit6 la mezcla de
reaccion a temperatura ambiente durante 120 minutos. Un analisis de CCF de la reaccién mostré que el material de
partida (26) habia desaparecido y presenté un nuevo punto polar (gel de silice, acetato de etilo/hexano = 2/3). Se
elimino la mayor parte del CH2Cl, y TFA mediante evaporacion rotatoria a presion reducida. Se puso el residuo a alto
vacio para eliminar la cantidad traza de TFA. Esto dio el producto deseado (27) (19 mg, rendimiento del 96%); 'H-
RMN (CDCls, 400 MHz) &: 7,54 (s.a., NH), 6,72 (m, 3H), 4,66 (s, 2H), 3,83 (s, 3H), 3,79 (s, 3H), 3,40 (m, 1 H), 3,03
(1 H),2,79 (m, 1 H), 2,72 (s.a., 3H), 1,32 (d, J = 6,4 Hz, 3H).

Preparacion del compuesto (28) que sélo es para fines de referencia

A una disolucion de 27 (18 mg, 0,0472 mmol) en MeOH (5 ml) y agua (1 ml) se le ahadié K.CO3 (33 mg,
0,239 mmol). Se agitd la mezcla de reaccion a temperatura ambiente durante 180 minutos. Se afiadio HCI 1 N para
ajustar los valores del pH a 2-3. Se elimind la mayor parte del MeOH, HCI y agua mediante evaporacion rotatoria a
vacio. Se purificd el residuo mediante cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice) usando
MeOH/CH,CI,/AcOH (2/8/0,1) dando el producto deseado (28) (12 mg, rendimiento del 88%); 'H-RMN (D20,
400 MHz) &: 6,77 (m, 3H), 4,58 (s, 2H), 3,72 (s, 3H), 3,38 (m, 1 H), 2,87 (m, 1 H), 2,71 (m, 1H), 2,57 (s, 3H), 1,13 (d,
J =6,5Hz, 3H).

Preparacién de inmundégeno de HMMA (30) que sélo es para fines de referencia

A una disolucién de 28 (10 mg, 0,0345 mmol) en DMF (0,6 ml) se le afiadieron EDAC (20 mg, 0,1043 mmol) y NHS
(19 mg, 0,165 mmol). Se agité la reaccion a temperatura ambiente bajo argén durante 2,5 horas. Se afadi6 el
hapteno activado (29) gota a gota bajo argdén a 6 ml de disolucion de fosfato de sodio (0,1 M, pH = 8,0) de KLH
(20 mg) a 0°C bajo argon. El valor del pH cambid durante la adicion y se us6 0,1 N de disolucidon acuosa de NaOH
para mantener el pH a 8,0. Tras completarse la adicion, se permitié que el conjugado se agitase a 4°C durante 16
horas. Se dializ6 el conjugado frente a solucién salina tamponada con fosfato de Dulbecco (pH = 7,0, 3 litros)
preparada a partir de solucién salina tamponada con fosfato de Dulbecco (tampén de Sigma, 400 ml) diluyendo con
agua DI (2600 ml) a 4°C durante 4 horas. Se repitid el procedimiento de dialisis con disolucién tampon reciente
durante 16, 24 y 40 horas. Finalmente, se dializ6 el conjugado con disolucién tampon fosfato de sodio (10 mM, pH =
7,0) dos veces (3 horas y 4 horas). Se midi6 la concentracion de proteina usando el ensayo de concentracion de
proteina de BCA y se us6 el método de TNBS para la determinacion del nimero de haptenos. El inmundgeno (30)
tiene una concentracion de 2,12 mg/ml con un nimero de haptenos de 1436, y se uso para la inmunizacién de ratas
para la produccién de anticuerpos.

Preparaciéon del compuesto (31)

A una disolucion de 25 (86 mg, 0,291 mmol) en tolueno (15 ml) se le afadieron KoCO3 (200 mg) y dibromoetano
(2 ml). Se someti6 la reaccién a reflujo durante 48 horas y se agitd a temperatura ambiente durante 66 horas. Se
afiadié agua (10 ml) y se separ6 el tolueno. Se extrajo la fase acuosa con acetato de etilo (3 x 30 ml). Se lavé el
disolvente organico combinado con agua (20 ml) y se seco sobre MgSO,. Se filtré el disolvente y se concentré hasta
sequedad. Se purificd el residuo mediante cromatografia en columna ultrarrapida usando acetato de etilo/hexano
(1/4) como eluyente dando el producto deseado (31) (62 mg, 53%); 'H-RMN (CDCls, 400 MHz) &: 6,78 (m, 3H), 4,26
(t, J = 6,6 Hz, 2H), 3,82 (s, 3H), 3,60 (t, J = 6,7 Hz, 2H), 2,67 (m, 5H), 1,36 (m, 9H), 1,11 (s.a., 3H).
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Preparacion del compuesto (32)

A una disolucion de 31 (61 mg, 0,1516 mmol) en etanol al 95% (10 ml) se le afadié tioacetato de potasio (100 mg,
0,8756 mmol). Se agitd la reaccion a 55°C bajo argon durante 3 horas. Se elimind la mayor parte del etanol mediante
evaporacion rotatoria. Se redisolvio el residuo en 5 ml de CH.Cl, y se separ6 el precipitado por filtracion y se lavo
con CHyCl2 (2 x 10 ml). Se concentrd el disolvente organico combinado hasta sequedad. Se purificd el residuo
mediante cromatografia en columna ultrarrapida usando acetato de etilo/hexano (3/7) como eluyente dando el
producto deseado (32) (50 mg, 83%); 'H-RMN (CDCls, 400 MHz) &: 6,82 (m, 1 H), 6,64 (m, 2H), 4,08 (t, J = 6,7 Hz,
2H), 3,82 (s, 3H), 3,25 (t, J = 6,7 Hz, 2H), 2,65 (m, 5H), 2,33 (s, 3H), 1,33 (m, 9H), 1,10 (s.a., 3H).

Preparacion del compuesto (33)

A una disolucion de 32 (48 mg, 0,1207 mmol) en CH2Cl> (3 ml) se le ahadié TFA (0,4 ml). Se agit6é la mezcla de
reaccion a temperatura ambiente durante 1,5 horas. Un analisis de CCF de la mezcla mostré que el material de
partida 22 habia desaparecido y presentd un nuevo punto en la linea base (gel de silice, acetato de etilo/hexano =
1/1). Se elimind la mayor parte del CH2Cl, y TFA mediante evaporacion rotatoria. Se puso el residuo a alto vacio
para eliminar trazas de TFA. Esto dio el producto deseado, (33) (49 mg, 98%); 'H-RMN (CDCls, 400 MHz) &: 6,86
(m, 1H), 6,68 (m, 2H), 4,09 (t, J = 6,7 Hz, 2H), 3,82 (s, 3H), 3,37 (m, 1 H), 3,26 (t, J = 6,7 Hz, 2H), 3,07 (m, 1 H), 2,70
(m, 4H), 2,34 (s, 3H), 1,28 (d, J = 6,4 Hz, 3H); '3C-RMN (CDCls, 100 MHz) &: 196,3, 150,3, 147,6, 128,8, 121,8,
117,5, 114,5, 113,3, 68,0, 57,7, 56,4, 39,6, 30,9, 28,6, 15,8.

Preparacion de bromoacetil-KLH (35)

A una disolucion de éster de NHS de acido bromoacético (8,6 mg, 0,0364 mmol) en DMF (0,3 ml) se le afiadié una
disolucion de KLH (40 mg) en tampon de NaH2PO4-Na;HPO4 (pH = 8,00, 0,1 M, 4 ml) a 4°C. Se agit6 la mezcla de
reaccion en la camara frigorifica (4°C) durante 16 horas. Se sometio la mezcla a cromatografia en una columna
empaquetada Sephadex G-50, eluyendo con tampon de NaH;PO4-NazHPO,4 (pH = 8,00, 0,1 M) con una velocidad
de flujo de 20 ml/hora. Se monitorizaron las fracciones eluidas (4 ml de volumen para cada fraccion) de la columna
mediante UV a 280 nm. Se combinaron las fracciones n.° 10-13 dando 12 ml de bromoacetil-KLH (35). Se midi6 la
concentracion de proteina mediante un método de UV y se usé el método de TNBS para la determinacion del
numero de haptenos. El conjugado tiene una concentracion de 3,28 mg/ml con un nimero de haptenos de 925.

Preparacién de inmunégeno de HMMA (36)

A una disolucién de 33 (25 mg, 0,06 mmol) en MeOH (0,5 ml) y agua (0,1 ml) se le afiadio K.CO3 (20 mg). Se agitd
la mezcla de reaccién a temperatura ambiente bajo argon durante 1,5 horas. Un analisis de CCF de la mezcla
mostré que un nuevo punto que estaba presente era el producto (34). 'H-RMN (CDCls;, 400 MHz) &: 6,84 (m, 1H),
6,68 (m, 2H), 4,26 (m, 2H), 3,84 (s, 3H), 3,11 (m, 2H), 3,07 (m, 1H), 2,73 (m, 1 H), 2,58 (m, 2H), 2,38 (s, 3H), 1,05 (d,
J =6,2 Hz, 3H).

A una disolucion de bromoacetil-KLH bien preparado (35) (8 ml, 3,28 mg/ml, pH = 8,00) se le afiadi6 lentamente la
mezcla de reaccion anterior a 4°C bajo argon. Se agitd la reaccion a 4°C durante 16 horas. Se sometié la mezcla de
reaccion a cromatografia en una columna Sephadex G-50, que se equilibré con tampon de NaH,POs-Na;HPO4
(pH = 7,20, 0,1 M, 200 ml). Se eluyd la columna con tampon de NaH;PO4-Na;HPO,4 (pH = 7,20, 0,1 M) con una
velocidad de flujo de 20 mi/hora. Se monitorizaron las fracciones eluidas (4 ml de volumen para cada fraccion) de la
columna mediante UV a 280 nm. Se recogieron las fracciones n.° 10-14 para tener 20 ml de inmundgeno (36). Se
midio la concentracion de inmundgeno usando el ensayo de concentracion de proteina de BCA. El inmundgeno (36)
tiene una concentracion de 2,41 mg/ml con un nimero de haptenos de 925, y se usé para la inmunizacién de
ratones para la produccién de anticuerpos.

Preparacion del compuesto (37)

A una disolucion de 25 (32 mg, 0,108 mmol) en THF (12 ml) se le afiadié6 NaH (19 mg, 0,752 mmol). Se agit6 la
mezcla de reacciéon a temperatura ambiente durante 10 minutos. Se afadié 1,3-dibromo-2-(metilsulfonil)propano
(43,8 mg, 0,156 mmol) a la mezcla de reaccion, que se agité a temperatura ambiente durante 2 horas. Se afadio
agua (0,1 ml) y se elimind la mayor parte del THF mediante evaporacion rotatoria a presion reducida. Se purifico el
residuo mediante cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice) usando acetato de etilo/hexano (1/2) como
eluyente dando el producto deseado (37) (38 mg, rendimiento del 85,2%); FAB-EM: MH* (420); 'H-RMN (CDCls,
400 MHz) &: 6,82 (m, 1 H), 6,70 (m, 2H), 6,45, 6,36 (s, 1 H), 6,16, 6,03 (s, 1 H), 4,85 (s, 2H), 3,90 (m, 1 H), 3,82 (s,
3H), 3,14 (s, 3H), 2,70 (m, 5H), 1,32 (m, 9H), 1,11 (s.a., 3H).

Preparaciéon del compuesto (38)

A una disolucion de 37 (19 mg, 0,046 mmol) en CH.Cl; (2 ml) se le afiadié TFA (0,3 ml). Se agité la mezcla de
reaccion a temperatura ambiente durante 120 minutos. Un analisis de CCF de la reaccién mostré que el material de
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partida (26) habia desaparecido y presenté un nuevo punto polar (gel de silice, acetato de etilo/hexano = 1/2). Se
eliminé la mayor parte del CH2Cl, y TFA mediante evaporacion rotatoria a presion reducida. Se sec6 adicionalmente
el residuo a alto vacio para eliminar trazas de TFA. Esto dio el producto deseado (38) (19 mg, rendimiento del 96%);
'"H-RMN (CDCls, 400 MHz) &: 6,84 (m, 1H), 6,70 (m, 2H), 6,49 (s, 1 H), 6,19 (s, 1 H), 4,84 (s, 2H), 3,80 (s, 3H), 3,40
(m, 1 H), 3,16 (s, 3H), 3,02 (m, 1 H), 2,72 (m, 4H), 1,32 (d, J= 6,1 Hz, 3H).

Preparacion del compuesto (39) que sélo es para fines de referencia

A una disolucién de 25 (200 mg, 0,677 mmol) en DMF (15 ml) se le afiadié K,CO3 (280 mg, 2,03 mmol). Se agité la
mezcla de reaccion a temperatura ambiente durante 15 minutos. Se afiadié bromoacetonitrilo (812 mg, 6,77 mmol) a
la mezcla de reaccion. Se calent6 la mezcla de reaccién a 80°C durante 18 horas. Se elimind la mayor parte de la
DMF mediante evaporacion rotatoria a presion reducida y se afiadio agua (20 ml). Se extrajo la fase acuosa con
acetato de etilo (3 x 40 ml). Se lavo el disolvente organico combinado con agua (20 ml) y se secé sobre MgSQO.. Se
filtré el disolvente y se concentré hasta sequedad. Se purificd el residuo mediante cromatografia en columna
ultrarrapida (gel de silice) usando acetato de etilo/hexano (1/3) como eluyente dando el producto deseado (39)
(204 mg, rendimiento del 90%); "H-RMN (CDCls, 400 MHz) &: 6,76 (m, 3H), 4,74 (s, 2H), 4,26 (m, 1 H), 3,82 (s, 3H),
2,67 (m, 5H), 1,35 (m, 9H), 1,11 (m, 3H).

Preparacion del compuesto (40) que sélo es para fines de referencia

A una disolucion de 39 (50 mg, 0,15 mmol) en MeOH (8 ml) se le afiadié CoCl, 6H,0 (85 mg, 0,363 mmol). Se agité
la mezcla de reaccién a temperatura ambiente durante 10 minutos. Se afiadi6 NaBH4 (58 mg, 1,53 mmol) a la
mezcla de reaccion. Se agitd la mezcla de reaccién durante 2 horas y entonces se filtrd. Se lavo el precipitado negro
formado a partir de la reaccién con CH2Cl» (3 x 10 ml). Se concentraron las fases organicas combinadas hasta
sequedad. Se purificé el residuo mediante cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice) usando
MeOH/CH.CI, (1/4) como eluyente dando el producto deseado (40) (11 mg) con recuperacion de material de partida
39. 'H-RMN (CDCls, 400 MHz) &: 6,78 (m, 3H), 5,28 (m, NH), 4,51, 4,24 (m, 1 H), 4,00 (m, 2H), 3,83 (s, 3H), 3,07 (m,
2H), 2,69 (m, 5H), 1,35 (m, 9H), 1,12 (m, 3H).

Preparacion del compuesto (50) que sélo es para fines de referencia

A una disolucién de MDMA (50 mg, 0,2177 mmol) en DMF (8 ml) se le afiadieron NaH (30,7 mg, 1,21 mmol) y 5-
bromovalerato de etilo (0,103 ml, 0,653 mmol). Se agité la mezcla de reaccion y se calenté a 90°C durante 17 horas.
Se elimin6 la DMF mediante evaporacion rotatoria y se afiadié agua (10 ml). Se extrajo la fase acuosa con acetato
de etilo (4 x 25 ml). Se lavo la fase organica combinada con agua (4 x 10 ml) y se sec6 sobre MgSOQy, se filtro y se
concentré. Se purificd el residuo mediante una CCF preparativa usando acetato de etilo/hexano (1/1) como
disolvente de desarrollo en primer lugar y MeOH/CH,Cl. (1/9) dando el producto deseado (50) (36,5 mg, rendimiento
del 52%). 'H-RMN (CDCls, 400 MHz) §: 6,74 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 6,66 (s, 1H), 6,62 (d, J = 7,9 Hz, 1 H), 5,94 (s, 2H),
4,15 (q, J = 7,13 Hz, 2H), 2,90 (m, 2H), 2,48 (t, J = 7,3 Hz, 2H), 2,37-2,31 (m, 3H), 2,30 (s, 3H), 1,64 (m, 2H), 1,53
(m, 2H), 1,28 (t, J = 7,13 Hz, 3H), 0,94 (d, J = 6,4, 3H).

Preparacion del compuesto (51) que sélo es para fines de referencia

A una disoluciéon de 50 (36,5 mg, 0,1137 mmol) en MeOH (5,0 ml) y H,O (0,5 ml) se le afadié K.CO3; (159 mg,
1,15 mmol). Se agité la mezcla de reaccion a temperatura ambiente durante 16 horas. Se afiadié HCI (6 N) a la
mezcla para ajustar el pH = 3-4. Se evaporaron el MeOH y agua mediante evaporacion rotatoria a presion reducida.
Se disolvié el residuo en MeOH/CH,Cl, (2/8) y se filtré el KoCOs. Se elimind el disolvente organico mediante
evaporacion rotatoria y se puso el residuo a alto vacio dando el producto deseado (51) (35,9 mg, rendimiento del
96%). "H-RMN (CDsOD 400 MHz) &: 6,73 (m, 3H), 5,90 (s, 2H), 3,58 (m, 1H), 3,14 (t, J = 7,3 Hz, 2H), 3,06 (m, 1 H),
2,80 (s, 3H), 2,69 (m, 1 H), 2,30 (t, J = 6,7 Hz, 2H), 1,74 (m, 2H), 1,65 (m, 2H), 1,18 (d, J = 6,6 Hz, 3H).

Preparacién de inmunégeno de MDMA-C5-KLH (52) que sdlo es para fines de referencia

A una disolucién de 51 (35,9 mg, 0,109 mmol) en THF (1,5 ml) se le afiadieron DCC (26,9 mg, 0,13 mmol) y NHS
(14 mg, 0,12 mmol). Se agitd la reaccién a temperatura ambiente durante 16 horas. Se separ6 por filtracion el
precipitado de la reaccion y se elimind el THF mediante evaporacion rotatoria. Se disolvié el hapteno activado en
DMF (1 ml).

A una disolucién de KLH (20 mg, 8 ml, pH = 8,00) se le afiadio lentamente la disolucién de hapteno activado anterior
a 4°C bajo nitrégeno. Se mantuvo el valor de pH a 8,0. Se agito la reaccién a 4°C (camara frigorifica) durante 16
horas. Se separé la mezcla de reaccioén en la columna Sephadex G-25, que se equilibré con tampén de NaH,POs-
NazHPO, (pH = 7,0, 0,1 M). El detector UV a 280 nm monitoriz6 las fracciones eluidas de la columna. Se obtuvo una
separacion clara entre el inmunégeno de KLH y el hapteno. Se combinaron las fracciones que contenian proteina y
se concentraron hasta 9 ml. Se midié la concentracién de inmundgeno usando el ensayo de concentracion de
proteina de BCA. El inmundgeno (52) tenia una concentracion de 1,89 mg/ml con un nimero de haptenos de 1108, y
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se usd para la inmunizacion de ovejas, ratones y conejos para la produccién de anticuerpos. Se prepard el
inmunogeno (53) de una manera similar a la descrita anteriormente para el inmunoégeno (52).

Preparacién de hapteno de MDA (55) (figura 11) que sdlo es para fines de referencia

A una disolucion de MDA (4) (21,0 mg, 0,097 mmol) en THF (4 ml) se le afiadié N,N-diisopropil-etil-amina (85 pl,
0,49 mmol). Se agité la mezcla durante media hora bajo nitrogeno antes de afiadir éster de NHS de acido B-
maleimidopropionico (54) (38,9 mg, 0,146 mmol). Se ejecutd la reaccion bajo nitrégeno a temperatura ambiente
durante una hora y cuarenta minutos. Se monitorizé el progreso de la reaccion mediante CCF con acetato de etilo
como disolvente de desarrollo.

Se elimind la mayor parte del disolvente organico mediante evaporador rotatorio. Se eliminé la cantidad traza de
disolvente a alto vacio durante una hora. Se purificé el producto bruto (92,4 mg) mediante cromatografia en columna
ultrarrapida con MeOH/CH.Cl» (2/98) como eluyente dando un sdlido blanco (55) (21,5 mg, rendimiento del 66%).
'H-RMN (CDCls, 400 MHz) &: 6,66 (m, 5H), 5,93 (s, 2H), 5,45 (d, J= 8 Hz, 1 H), 4,16 (m, 1 H), 3,81 (t, J=8, 2H), 2,67
(m, 2H), 2,47 (t, J=8, 2H), 1,08 (d, J=4,0 Hz, 3H).

Se usaron los inmunogenos 10, 14, 30 y 36 para preparar anticuerpos segun métodos similares a los descritos en el
presente documento.

Preparacion de conjugado con G6PDH mutante a partir de hapteno de MDA (19)

Haciendo referencia a la figura 10, se incubd una mezcla que contenia 5,5 ml de G6PDH mutante, que contenia
27,5 mg de proteina, en fosfato 50 mM — EDTA 1,0 mM, pH 7,25 y 55 ul de una disolucién de ditiotreitol 0,5 M en
tampon fosfato-EDTA a 2-8°C durante 16 horas. Se sometié la mezcla de proteina a intercambio de tampén con
fosfato 50 mM — EDTA 1,0 mM — DTT 25 uM, pH 7,25 en un sistema de ultrafiltracion de Amicon equipado con una
membrana YM10. Se continué el intercambio de tampdn hasta que una mezcla de 1,0 ml del efluente y 20 pl de una
ditiodipiridina (DTDP; 11,4 mg/10 ml de alcohol al 10%) mostré una absorcion a 324 nm idéntica a la de la mezcla de
la disolucion de DTDP con 1,0 ml del tampdn fosfato-EDTA-DTT. Se cuantificd el nUmero de sulfhidrilos presentes
en una alicuota de la proteina mediante reaccion con DTDP y se encontr6 que era de 1,0 + 0,5. Se afadieron 0,2 ml
de una disolucion de dimetilformamida que contenia 7,0 mg de hapteno (19) a 4 ml de la disolucion de proteina que
contenia 12 mg de proteina. Se agit6 la mezcla de reaccion ligeramente turbia a 2-8°C durante 16 h. Se separo el
hapteno libre del conjugado de hapteno-enzima mediante pase a través de una columna Sephadex G-50, preparada
y eluida con fosfato 50 mM, pH 7,0. Se combinaron las fracciones del conjugado que contenian proteina basandose
en la absorcién a 280 nm y se almacenaron a 2-8°C.

Se conjugaron los haptenos (15), (16), (17), (18), (20) y (38) con G6PDH usando un procedimiento de conjugacion
similar al descrito anteriormente.

Preparacién de conjugado con G6PDH del compuesto 34

A una disolucién de 34 (16,7 mg, 0,0565 mmol) en metanol (1 ml) se le afiadieron K,CO3 (20 mg) y agua (50 pl) bajo
nitrégeno. Se agitdé la mezcla de reaccion a temperatura ambiente durante 1,5 hora. Se evaporé el metanol hasta
sequedad y se disolvié el compuesto en DMF (0,2 ml). A esta disolucion se le afiadieron bromoacetil-G6PDH (1,5 ml,
7,2 mg/ml, 10,8 mg de proteina) y 0,62 ml de fosfato 100 mM — EDTA 5,0 mM, pH 7,60. Se ajusto el pH de 7,41 a
7,70. Se agitd la mezcla a 4°C durante 16 horas. Se centrifugd la mezcla y se filir6. Se diluyo la disolucién con
fosfato 50 mM y NaCl 100 mM, pH = 7,0. Se sometié la mezcla de proteina a intercambio de tampdn con fosfato
50 mM — NaCl 100 mM, pH 7,0 en un sistema de ultrafiltracién de Amicon equipado con una membrana YM10 hasta
que se observé una reaccion negativa de DTDP. Esto dio 3 ml de conjugado con G6PDH del compuesto 34.

Preparacion de conjugado con G6PDH a partir del compuesto 8 (figura 12) que sdlo es para fines de referencia

Se agité una mezcla de 8 (22,15 mg, 0,077 mmol) y trietilamina (32,1 ul, 0,23 mmol) en dioxano (1 ml) a temperatura
ambiente durante 1 hora. Se enfri6 la reaccion en un bafio de agua. Se afiadié cloroformiato de isobutilo (15,7 pl,
0,115 mmol) a la mezcla de reaccion. Se agit6é la mezcla a temperatura ambiente durante 1,5 horas. Se afiadieron
0,23 ml de disolucién de la reaccion anterior (0,0177 mmol, hapteno activado) a una disolucion de G6PDH (2 mg/ml,
9,5 ml) en fosfato 100 mM, pH 7,0. Se agit6 la mezcla a 4°C durante 16 horas. Se sometio la mezcla de proteina a
intercambio de tampdn con fosfato 50 mM, pH 7,0 en un sistema de ultrafiltracion de Amicon equipado con una
membrana YM10. Esto dio 2 ml de conjugado con G6PDH (7,6 mg/ml, 15,2 mg de proteina).

Preparacién de conjugado con G6PDH a partir del compuesto 51 (figura 13) que sdlo es para fines de referencia

Se agité una mezcla de 51 (20,6 mg, 0,0626 mmol) y trietilamina (26,0 w, 0,186 mmol) en dioxano (1 ml) a
temperatura ambiente durante 1 hora. Se enfrid la reaccion en un bafio de agua. Se afiadié cloroformiato de isobutilo
(12,8 pl, 0,0941 mmol) a la mezcla de reaccion. Se agité la mezcla a temperatura ambiente durante 1,5 horas. Se
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afiadieron 0,3 ml de disolucién de la reaccion anterior (0,0175 mmol, hapteno activado) a una disolucion de G6PDH
(2 mg/ml, 9,5 ml) en fosfato 100 mM, pH 7,0. Se agitd la mezcla a 4°C durante 16 horas. Se someti6 la mezcla de
proteina a intercambio de tampoén con fosfato 50 mM, pH 7,0 en un sistema de ultrafiltracion de Amicon equipado
con una membrana YM10. Esto dio 2 ml de conjugado con G6PDH (9,06 mg/ml, 18,1 mg de proteina).

Preparacion de conjugados con G6PDH a partir de los haptenos 15 que sdlo es para fines de referencia, 16, 17,19y
20

Se prepararon conjugados con G6PDH a partir de los haptenos 15, 16, 17, 19 y 20 de una manera similar a la
descrita anteriormente.

Ensayo usando reactivos segun las realizaciones de la presente invencién

Los anticuerpos y conjugados enzimaticos segun la invencion pueden emplearse en ensayos para la deteccion de
los analitos respectivos. Se inyecta el inmundgeno (52) en ovejas para generar anticuerpo. Se realizan adiciones
conocidas del anticuerpo obtenido del sangrado de ovejas en el diluyente de anticuerpo para preparar el reactivo de
anticuerpo. El reactivo de anticuerpo consiste en anticuerpo tal como se preparé anteriormente, tampoén,
estabilizadores, conservantes y los sustratos para el conjugado enzimatico NAD y glucosa-6-fosfato.

Se realizan adiciones conocidas del conjugado enzimatico que comprende compuesto (19) y G6PDH en el reactivo
de conjugado para preparar el reactivo de conjugado enzimatico. El reactivo de conjugado enzimatico consiste en el
conjugado, tampon, estabilizadores y conservantes.

Se usan el reactivo de anticuerpo y el reactivo de conjugado enzimatico en un formato de ensayo homogéneo para
detectar éxtasis en muestras de orina. El analizador (instrumento) usado para configurar el ensayo es un analizador
bioquimico Syva 30-R (Syva Company, Cupertino CA). Se incuba la muestra de orina que contiene éxtasis con
reactivo de anticuerpo seguido por la adicion del reactivo de conjugado enzimatico. La actividad del conjugado
enzimatico disminuye tras la unién al anticuerpo. El conjugado enzimatico, que no esta unido al anticuerpo, cataliza
la oxidacion de glucosa-6-fosfato (G6P). La oxidacién de G6P esta vinculada con la reduccién de NAD* para dar
NADH, lo que puede medirse a 340 nm. El cambio en la absorbancia a 340 nm puede medirse de manera
espectrofotométrica. La concentracion de éxtasis en una muestra de orina puede medirse en cuanto a la actividad de
G6PDH. El aumento de la tasa a 340 nm se debe a la formaciéon de NADH y es proporcional a la actividad del
conjugado enzimatico. Se genera una curva de ensayo usando adiciones conocidas de MDMA en orina negativa. La
tasa de ensayo aumenta con el aumento de la concentracion de droga libre en la muestra. Los resultados se
resumen en las figuras 14 y 15.

Aunque la invencién anterior se ha descrito con cierto detalle a modo de ilustracién y ejemplo con fines de claridad
de comprension, a los expertos habituales en la técnica les resultara facilmente aparente a la luz de las ensefianzas
de esta invencion que pueden realizarse ciertos cambios y modificaciones a la misma. Ademas, la descripcion
anterior, con fines de explicacién, ha usado nomenclatura especifica para proporcionar una comprension exhaustiva
de la invencion. Sin embargo, a un experto en la técnica le resultara aparente que no se requieren los detalles
especificos para poner en practica la invencion. Por tanto, las descripciones anteriores de realizaciones especificas
de la presente invencion se presentan con fines de ilustracion y descripcion; no se pretende que sean exhaustivas ni
que limiten la invencion a las formas precisas dadas a conocer. Muchas modificaciones y variaciones son posibles
en vista de las ensefianzas anteriores. Las realizaciones se eligieron y describieron con el fin de explicar los
principios de la invencion y sus aplicaciones practicas y permitir de ese modo a otros expertos en la técnica usar la
invencion.
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REIVINDICACIONES

Compuesto de formula:

"o

Férmula |

en la que:

R" es H, alquilo inferior que es un radical hidrocarbonado monovalente saturado ramificado o no
ramificado que contiene de 1 a 10 atomos de carbono, un grupo protector, o se toma junto con R? para
formar un anillo,

R? es H, alquilo inferior que es un radical hidrocarbonado monovalente saturado ramificado o no
ramificado que contiene de 1 a 10 atomos de carbono, un grupo protector, -(CHz)»SCH.C(O)R® o
-(CH2)nC(S0O2R®)=CHj, 0 se toma junto con R' para formar un anillo,

R3® y R* son independientemente H o alquilo inferior que es un radical hidrocarbonado monovalente
saturado ramificado o no ramificado que contiene de 1 a 10 atomos de carbono o un grupo protector, o,
cuando R' se toma junto con R? para formar un anillo, al menos uno de R® o R* es
-C(O)(CH2)sNHC(O)RS®, -C(O)(CH2)sNHC(O)(CH2)nSR?, -(CH2)nSCH2C(O)R5 0 -(CH2)nC(SO2R%)=CH,, o
cuando R' no se toma junto con R? para formar un anillo, R? no es H o alquilo inferior que es un radical
hidrocarbonado monovalente saturado ramificado o no ramificado que contiene de 1 a 10 atomos de
carbono,

R® es H, -OH, -SH, -O-alquilo inferior que es un radical hidrocarbonado monovalente saturado
ramificado o no ramificado que contiene de 1 a 10 atomos de carbono, halégeno, NH,, -succinimidilo,
-maleimidilo, portador inmunogénico o marcador,

R® es H, -OH, -SH, -O-alquilo inferior que es un radical hidrocarbonado monovalente saturado
ramificado o no ramificado que contiene de 1 a 10 atomos de carbono, halégeno, NH,, -succinimidilo,
-maleimidilo, portador inmunogénico o marcador, y

n es un numero entero de desde 1 hasta 5,

e incluyendo sales de acido del mismo.

Compuesto segun la reivindicacion 1, que tiene la férmula

en la que:

R" es H,
R?% es H o metilo o etilo,

R* es H, alquilo inferior que es un radical hidrocarbonado monovalente saturado ramificado o no
ramificado que contiene de 1 a 10 atomos de carbono o un grupo protector
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RY es -(CH2)nSCH,C(O)R® 0 -(CH2),C(SO,R%)=CH_,
R% es Z', que es una enzima, y
n’ es un ndmero entero entre 1y el peso molecular de dicha enzima dividido entre 500.

Compuesto segun la reivindicacion 1 que tiene la féormula

l
Ry" N\Rﬁl
A i l
nl

en la que:
R" es H,

R¥ es H, alquilo inferior que es un radical hidrocarbonado monovalente saturado ramificado o no
ramificado que contiene de 1 a 10 atomos de carbono o un grupo protector

R* es H, alquilo inferior que es un radical hidrocarbonado monovalente saturado ramificado o no
ramificado que contiene de 1 a 10 atomos de carbono o un grupo protector

RY es -(CH2)nSCH2C(O)R® 0 -(CH2)nC(SO2R¥)=CH,,
R® es Z', que es una proteina inmunogénica o un portador inmunogénico distinto de poli(aminoacido), y

n’ es un numero entero entre 1 y el peso molecular de dicha proteina inmunogénica o portador
inmunogénico distinto de poli(aminoacido) dividido entre 500.

Compuesto segun la reivindicacion 1, que tiene la férmula

[ e
T

R” es H, alquilo inferior que es un radical hidrocarbonado monovalente saturado ramificado o no
ramificado que contiene de 1 a 10 atomos de carbono o un grupo protector

en la que:

RS es  -C(O)(CHzuNHC(O)R®,  -C(O)(CH,).NHC(O)(CH2)sSR®,  -(CH2)nSCH,C(O)R® o
~(CH,)nC(SO2R®")=CHy,

R® es Z”, que es una proteina inmunogénica o un portador inmunogénico distinto de poli(aminoacido), y

n” es un numero entero entre 1 y el peso molecular de dicha proteina inmunogénica o portador
inmunogénico distinto de poli(aminoacido) dividido entre 500.

Compuesto segun la reivindicacion 1 que tiene la féormula

o
TITT )
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en la que:

R” es H, alquilo inferior que es un radical hidrocarbonado monovalente saturado ramificado o no
ramificado que contiene de 1 a 10 atomos de carbono o un grupo protector

R® es  -C(O)(CHz).NHC(O)R®,  -C(O)(CH2)sNHC(O)(CH2)sSR®,  -(CH2).SCH,C(O)R® o
~(CH)nC(SO2R®")=CHy,

R® es Z”, que es una enzima, y
n” es un numero entero entre 1y el peso molecular de dicha enzima dividido entre 500.

Compuesto segun la reivindicacion 1 que tiene la formula:

R

g

Férmula Il
en la que:
R” es H, alquilo inferior que es un radical hidrocarbonado monovalente saturado ramificado o no
ramificado que contiene de 1 a 10 atomos de carbono, un grupo protector, -C(O)(CH2),NHC(O)RS®,
-C(O)(CH2)sNHC(O)(CH2)nSR?, -(CH2)nSCH2C(O)R® 0 ~(CH2)n-(SO2R%)=CHa,
R® es H, alquilo inferior que es un radical hidrocarbonado monovalente saturado ramificado o no
ramificado que contiene de 1 a 10 atomos de carbono, un grupo protector, -C(O)(CH2),NHC(O)RS®,
-C(O)(CH2)sNHC(O)(CH2)nSR®, -(CH2)sSCH2C(O)R® 0 -(CH2),C(SO2R%)=CH,,
R® es H, -OH, -SH, -O-alquilo inferior que es un radical hidrocarbonado monovalente saturado
ramificado o no ramificado que contiene de 1 a 10 atomos de carbono, halégeno, NH,, portador
inmunogénico, -succinimidilo, -maleimidilo o marcador, y
n es un numero entero de desde 1 hasta 5,
con la condicién de que al menos uno de R” y R® no son H o alquilo inferior que es un radical
hidrocarbonado monovalente saturado ramificado o no ramificado que contiene de 1 a 10 atomos de
carbono, e incluyendo las sales de acido del mismo.

Compuesto segun la reivindicacion 1 que tiene la féormula:

2T

R1._,.-O \Ra'

RQ “-—-0

en la que:
R® es H, metilo o etilo o un grupo protector,

R" es H o alquilo inferior que es un radical hidrocarbonado monovalente saturado ramificado o no
ramificado que contiene de 1 a 10 atomos de carbono o un grupo protector,

R?® es un grupo protector, -(CH2)SCH>C(O)R® 0 -(CH2)nC(SO2R8)=CHs,

R® es H, -OH, -SH, -O-alquilo inferior que es un radical hidrocarbonado monovalente saturado
ramificado o no ramificado que contiene de 1 a 10 atomos de carbono, halégeno, NH,, portador
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inmunogénico, -succinimidilo, -maleimidilo o marcador, y

n es un numero entero de desde 1 hasta 5,
e incluyendo sales de acido del mismo.
Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que dicho portador inmunogénico es un poli(aminoacido).
Compuesto segun la reivindicacion 8, en el que dicho poli(aminoacido) es una proteina.

Compuesto segun la reivindicacién 6 6 7, en el que dicha proteina se selecciona del grupo que consiste en
KLH, BSA, BGG y ovoalbumina.

Compuesto segun la reivindicacién 1,6 6 7, en el que n es 1.

Compuesto segun la reivindicacion 1, 6 6 7, en el que dicho marcador es una enzima, un agente
luminiscente o un radioisétopo.

Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que dicho marcador es una enzima, un agente luminiscente o
un radioisétopo y en el que R’ es H o alquilo inferior que es un radical hidrocarbonado monovalente
saturado ramificado o no ramificado que contiene de 1 a 10 atomos de carbono.
Anticuerpos generados contra el entactégeno del compuesto segun la reivindicacion 9 6 10.
Método para determinar en una muestra un compuesto seleccionado del grupo que consiste en 3,4-
metilendioxianfetamina (MDA), 3,4-metilendioxi-metanfetamina (MDMA), 3,4-metilendioxietilanfetamina
(MDEA) y 4-hidroxi-3-metoxi-metanfetamina (HMMA), comprendiendo dicho método:

(a) proporcionar en combinacion en un medio:

(i) una muestra que se sospecha que contiene dicho compuesto y

(i) un anticuerpo generado contra el entactégeno del compuesto segun la reivindicacion 1, en el que
R® y R® son un portador inmunogénico, y

(b) examinar dicho medio para detectar la presencia de un complejo que comprende dicho compuesto
en dicha muestra y dicho anticuerpo, indicando la presencia del mismo la presencia de dicho compuesto
en dicha muestra.

Método segun la reivindicacion 15, en el que dicha combinacion comprende ademas:
(i) un conjugado de marcador segun la reivindicacion 1, en el que R® y R® son un marcador, excluyendo
sales de compuestos segun la reivindicacion 1 y dicho examen comprende medir la sefial de dicho
marcador, estando relacionada la cantidad del mismo con la presencia de dicho compuesto en dicha
muestra.

Método segun la reivindicacion 16, en el que dicho método es un método homogéneo y dicho medio se
examina para determinar la cantidad de dicha sefial.

Método segun la reivindicacion 15, en el que dicho método es un método heterogéneo y dicho complejo, si
esta presente, esta separado de dicho medio.

Método segun la reivindicacion 15, en el que dicha proteina se selecciona del grupo que consiste en KLH,
BSA, BGG y ovoalbimina.

Método segun la reivindicacion 15, en el que n es 1.

Método segun la reivindicacion 16, en el que dicho marcador es una enzima, un agente luminiscente o un
radiois6topo.

Kit para determinar en una muestra un compuesto seleccionado del grupo que consiste en 3,4-
metilendioxianfetamina (MDA), 3,4-metilendioxi-metanfetamina (MDMA), 3,4-metilendioxietilanfetamina
(MDEA) y 4-hidroxi-3-metoxi-metanfetamina (HMMA), comprendiendo dicho kit:

(a) un anticuerpo generado contra un entactdégeno de un compuesto segun la reivindicacion 1 en el que
R® y R® son un portador inmunogénico, y
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(b) reactivos auxiliares para determinar dicho compuesto en dicha muestra.
Kit para determinar en una muestra un compuesto seleccionado del grupo que consiste en 3,4-
metilendioxianfetamina (MDA), 3,4-metilendioxi-metanfetamina (MDMA), 3,4-metilendioxietilanfetamina
(MDEA) y 4-hidroxi-3-metoxi-metanfetamina (HMMA), comprendiendo dicho kit:

(a) un anticuerpo para dicho compuesto,

(b) un conjugado de marcador segun la reivindicacion 1, en el que R® y R® son un marcador, y

(c) reactivos auxiliares para determinar dicho compuesto en una muestra.

Kit segun la reivindicacion 22, en el que dicho portador inmunogénico se selecciona del grupo que consiste
en KLH, BSA, BGG y ovoalbumina,

Kit segun la reivindicacion 22, en el que n es 1.

Kit segun la reivindicacion 23, en el que dicho marcador es una enzima, un agente luminiscente o un
radiois6topo.

Kit que comprende en combinacién envasada:
(i) un anticuerpo para metilendioxianfetamina, y/o
(i) un anticuerpo para metilendioximetanfetamina, y/o
(iii) un anticuerpo para metilendioxietanfetamina, y
(iv) compuesto segun la reivindicacion 5.
Kit que comprende en combinacién envasada:
(i) un anticuerpo para metilendioxianfetamina,
(i) un anticuerpo para metilendioximetanfetamina, y/o
(iii) un anticuerpo para metilendioxietanfetamina, y
(iv) compuesto segun la reivindicacion 3, en el que R" es OH.
Kit que comprende en combinacién envasada:
(i) un conjugado de una enzima y un analogo de metilendioxianfetamina y/o un conjugado de una
enzima y un analogo de metilendioximetanfetamina y/o un conjugado de una enzima y un analogo de
metilendioxietanfetamina, y
(i) un anticuerpo para metilendioxianfetamina, estando generado dicho anticuerpo contra un
entactogeno de un compuesto segun la reivindicacion 4, en el que R” es H, o un compuesto segun la
reivindicacion 3, en el que R" es OH, R¥ es Hy R* es H; y/o
(iii) un anticuerpo para metilendioximetanfetamina, estando generado dicho anticuerpo contra un
entactogeno de un compuesto segun la reivindicacion 4, en el que R” es metilo, 0 un compuesto segun
la reivindicacion 3, en el que R" es OH, R* es metilo y R* es H; y/o
(iv) un anticuerpo para metilendioxietanfetamina, estando generado dicho anticuerpo contra un
entactogeno de un compuesto segun la reivindicacion 4, en el que R” es etilo, o un compuesto segun la
reivindicacion 3, en el que R" es OH, R¥ es etilo y R* es H.
Método para determinar metilendioxianfetamina ylo metilendioxi-metanfetamina ylo
metilendioxietanfetamina en una muestra que se sospecha que contiene metilendioxianfetamina y/o
metilendioximetanfetamina y/o metilendioxietanfetamina, comprendiendo dicho método:

(a) proporcionar en combinacion en un medio:

(i) dicha muestra,
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(i) un anticuerpo para metilendioxianfetamina, y/o
(iii) un anticuerpo para metilendioximetanfetamina, y/o
(iv) un anticuerpo para metilendioxietanfetamina, y

(v) un compuesto segun la reivindicacion 2, en el que R" es OH,

y

(b) examinar dicho medio para detectar la presencia de un complejo que comprende dicha
metilendioxianfetamina y dicho anticuerpo para metilendioxianfetamina y/o un complejo de dicha
metilendioximetanfetamina y dicho anticuerpo para metilendioximetanfetamina y/o un complejo de dicha
metilendioxietanfetamina y dicho anticuerpo para metilendioxietanfetamina, indicando la presencia del
mismo la presencia de dicha metilendioxianfetamina y/o metilendioximetanfetamina y/o
metilendioxietanfetamina en dicha muestra.

31. Método para determinar metilendioxianfetamina y/o metilendioximetanfetamina y/o metilendioxietanfetamina
en una muestra que se sospecha que contiene metilendioxianfetamina y/o metilendioximetanfetamina y/o
metilendioxietanfetamina, comprendiendo dicho método:

(a) proporcionar en combinacion en un medio:
(i) dicha muestra,
(i) un anticuerpo para metilendioxianfetamina, y/o
(iii) un anticuerpo para metilendioximetanfetamina, y/o

(iv) un anticuerpo para metilendioxietanfetamina, y

(v) un compuesto segun la reivindicacion 5

y

(b) examinar dicho medio para detectar la presencia de un complejo que comprende dicha
metilendioxianfetamina y dicho anticuerpo para metilendioxianfetamina y/o un complejo de dicha
metilendioximetanfetamina y dicho anticuerpo para metilendioximetanfetamina y/o un complejo de dicha
metilendioxietanfetamina y dicho anticuerpo para metilendioxietanfetamina, indicando la presencia del
mismo la presencia de dicha metilendioxianfetamina y/o metilendioximetanfetamina y/o
metilendioximetanfetamina en dicha muestra.

32. Método para determinar metilendioxianfetamina y/o metilendioximetanfetamina y/o metilendioxietanfetamina
en una muestra que se sospecha que contiene metilendioxianfetamina y/o metilendioximetanfetamina y/o
metilendioxietanfetamina, comprendiendo dicho método:
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55

60

65

(a) proporcionar en combinacion en un medio:
(i) dicha muestra,
(ii) un conjugado de una enzima y un analogo de metilendioxianfetamina y/o un conjugado de una
enzima y un analogo de metilendioximetanfetamina y/o un conjugado de una enzima y un analogo

de metilendioxietanfetamina,

(i) un anticuerpo, para metilendioxianfetamina, estando generado dicho anticuerpo contra un
entactogeno de un compuesto segun la reivindicacion 3, en el que R" es OH y R¥ es H y/o

(i) un anticuerpo para metilendioximetanfetamina, estando generado dicho anticuerpo contra
un entactdgeno de un compuesto segun la reivindicacion 3, en el que R" es OH y R¥ es
metilo y/o

(iii) un anticuerpo para metilendioxietanfetamina, estando generado dicho anticuerpo contra
un entactogeno de un compuesto segun la reivindicacion 3, en el que R" es OH y R¥ es etilo

y
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(b) examinar dicho medio para detectar la presencia de un complejo que comprende dicha
metilendioxianfetamina y dicho anticuerpo para metilendioxianfetamina y/o un complejo de dicha
metilendioximetanfetamina y dicho anticuerpo para metilendioximetanfetamina y/o un complejo de dicha
metilendioxietanfetamina y dicho anticuerpo para metilendioxietanfetamina, indicando la presencia del
mismo la presencia de dicha metilendioxianfetamina y/o metilendioximetanfetamina y/o
metilendioxietanfetamina en dicha muestra.

Método para determinar metilendioxianfetamina y/o metilendioximetanfetamina en una muestra que se
sospecha que contiene metilendioxianfetamina y/o metilendioximetanfetamina, comprendiendo dicho
método:

(a) proporcionar en combinacion en un medio:
(i) dicha muestra,

(i) un conjugado de una enzima y un analogo de metilendioxianfetamina y/o un conjugado de una
enzima y un analogo de metilendioximetanfetamina y/o un conjugado de una enzima y un analogo
de metilendioxietanfetamina,

(iii) un anticuerpo para metilendioxianfetamina, estando generado dicho anticuerpo contra un
entactogeno de un compuesto segun la reivindicacion 4, en el que R” es H y/o

(iv) un anticuerpo para metilendioximetanfetamina, estando generado dicho anticuerpo contra un
entactogeno de un compuesto segun la reivindicacion 4, en el que R” es metilo y/o

(v) un anticuerpo para metilendioxietanfetamina, estando generado dicho anticuerpo contra un
entactogeno de un compuesto segun la reivindicacion 4, en el que R” es etilo

y

(b) examinar dicho medio para detectar la presencia de un complejo que comprende dicha
metilendioxianfetamina y dicho anticuerpo para metilendioxianfetamina y/o un complejo de dicha
metilendioximetanfetamina y dicho anticuerpo para metilendioximetanfetamina y/o un complejo de dicha
metilendioxietanfetamina y dicho anticuerpo para metilendioxietanfetamina, indicando la presencia del
mismo la presencia de dicha anfetamina y/o metanfetamina y/o metilendioxietanfetamina en dicha
muestra.
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Figura 1. Sintesis de inmundégeno de MDMA-KLH (10)
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Figura 3. Sintesis de haptenos de MDMA (15)-(17)
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Figura 4A. Sintesis de haptenos de MDA (18)-(19)
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Figura 4B. Sintesis de hapteno de MDA (20)
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Figura 5. Sintesis de producto intermedio de HMMA (29)
para el inmundégeno (30)
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Figura 6. Sintesis de inmunégeno de HMMA-KLH (30)
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Figura 7. Sintesis de inmunégeno de HMMA-KLH (36)
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Figura 8A. Sintesis de hapteno de MDMA (38)
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Figura 8B. Sintesis de producto intermedio de hapteno de MDMA (40)
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FIG. 9
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Curva de éxtasis
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