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DESCRIPCION
Inmunoandlisis de 5-fluoro-uracilo
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al campo de los analisis inmunoldgicos para determinar la presencia y/o cuantificar
la cantidad de 5-fluoro-uracilo [5-FU] en muestras biolégicas humanas con el fin de determinar de manera rapida las
concentraciones farmacolégicas 6ptimas durante una quimioterapia.

Antecedentes de la invencion

“Cancer” es un término usado para describir un grupo de tumores malignos que comparten el rasgo comun de
desarrollarse cuando las células de una parte del cuerpo comienzan a crecer sin control. La mayoria de los canceres
se forman como tumores, pero también se pueden manifestar en la sangre y circular a través de otros tejidos en los
que crecen. La forma mas comun de tratar los tumores malignos cancerosos consiste en una combinaciéon de
cirugia, quimioterapia y/o radioterapia. El tipo de tratamiento usado para tratar un determinado cancer depende de
varios factores entre los que se incluyen el tipo de tumor maligno canceroso y el estadio en el que fue diagnosticado.

El 5-FU es uno de los agentes citotoxicos mas cominmente usado para el tratamiento del cancer de mama y
colorrectal. Este agente quimioterapéutico tiene la férmula:

0

H 1

Este compuesto se ha asociado con efectos secundarios debilitantes tales como la pérdida de densidad de la
médula 6sea, reaccion mucositos, nauseas y voémitos. Mediante el control de los niveles de 5-FU en el cuerpo y el
ajuste de la dosis, es posible controlar y limitar mejor estos efectos secundarios en los pacientes.

Al mismo tiempo, a menudo, existe una relacion muy variable entre la dosis del 5-FU y la concentraciéon de farmaco
en suero resultante que afecta al efecto terapéutico. El grado de variabilidad farmacocinética intra- e interindividual
del 5-FU puede ser tan elevado como de diez veces (Diasio et. al. J. Clin. Invest. 81: pag. 47-51, 1988, Wei et. al. J.
Clin. Invest. 98: pag. 610-615, 1996) y se ve afectado por muchos factores que incluyen:

la funcién organica,

la regulacién genética,

el estado patologico,

la edad,

la interaccion entre farmacos,

el momento de la ingestion del farmaco,

el modo de administracion del farmaco y

la administracion en relacion con la técnica.

O O O O O O O O

Como resultado de esta variabilidad, las dosis iguales de un mismo farmaco en individuos diferentes pueden
producir resultados clinicos espectacularmente diferentes (Hon et. al. Clinical Chemistry 44, pag. 388-400, 1988). La
eficacia de la misma dosis de 5-FU varia significativamente basandose en cada aclaramiento del farmaco y a la
concentracion de farmaco en suero final del paciente. La administracion terapéutica del farmaco proporcionaria al
profesional clinico la oportunidad de comprender la variacion en el paciente en la administracion tanto oral como
intravenosa del farmaco. Con la administracién terapéutica del farmaco, se podrian individualizar las dosis de
farmaco para el paciente, y las posibilidades de tratar el cancer de una manera eficaz, sin los no deseados efectos
secundarios, podrian ser mucho mayores (Nieto, Current Drug Metabolism 2: pag. 53-66, 2001).

Ademas, la administracion terapéutica del farmaco 5-FU serviria como una excelente herramienta para garantizar el
cumplimiento de la administracion de la quimioterapia con las dosis reales prescritas y el logro de niveles de
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concentracion en suero eficaces. Se ha descubierto que la variabilidad de la concentraciéon en suero no sélo se debe
a factores fisiologicos, sino que también puede ser el resultado de la variacion en la técnica de la administracion y la
capacidad del cuerpo para absorber el 5-FU.

Como agente quimioterapéutico, el 5-FU se puede administrar en su forma de profarmaco como tegafur, que tiene la
estructura:

o

El tegafur, cuando se administra a un paciente, generalmente es absorbido y metabolizado por el paciente en 5-FU a
distintas velocidades. Por lo tanto, en el control del nivel de 5-FU en pacientes por medio de un inmunoanalisis, es
importante que el inmunoanalisis permita distinguir entre el tegafur, la sustancia inactiva y el 5-FU, la sustancia
activa, en la que se metaboliza el tegafur. El problema con los anticuerpos contra el 5-FU es que podrian reaccionar
de forma cruzada con el tegafur, inutilizando estos inmunoanalisis.

La administracion terapéutica rutinaria del farmaco 5-FU requeriria la disponibilidad de sencillos andlisis automaticos
adaptables al equipo de laboratorio general. Los andlisis que mejor cumplen estos criterios son los inmunoanalisis.
Actualmente, no hay inmunoanalisis disponibles para el 5-FU y el control de los niveles de este farmaco se lleva a
cabo mediante procedimientos fisicos como la cromatografia liquida de alta presion (CLAP) (Escoriaza et. al., J. of
Chromatography B: Biomedical Sciences and applications, 736 (1+2): pag. 97-102, 1999). Con el fin de ser mas
eficaz en el control de los niveles de farmaco, el anticuerpo deberia ser mas especifico del 5-FU y mostrar de muy
baja a ninguna reactividad cruzada hacia las bases de pirimidina relacionadas, particularmente, hacia el tegafur.

Sumario de la invencion

De acuerdo con la presente invencién, se ha producido una nueva clase de anticuerpos que reaccionan de manera
sustancialmente selectiva con el 5-FU para unirse al 5-FU sin una reactividad cruzada sustancial hacia el tegafur, ni
hacia otras bases de pirimidina interferentes, el uracilo y la citosina. Por selectivamente reactivo se entiende que
este anticuerpo reacciona con la molécula de 5-FU y no reacciona sustancialmente con las otras bases de pirimidina
interferentes tales como los analogos de 5-FU, siendo la base de pirimidina bloqueadora méas importante el tegafur.
Al proporcionar un anticuerpo que no reacciona sustancialmente de forma cruzada con el tegafur, se permite
proporcionar un inmunoandlisis para el 5-FU que puede controlar con precisién los niveles de 5-FU para el
tratamiento terapéutico de pacientes que se estan tratando con el 5-FU.

Se ha descubierto que mediante el uso de inmunégenos que son conjugados de un polimero de poliamina
inmunogénico con un compuesto de férmula:
C

Cﬂz\v F
| |

0 N .
H II-A

en la que Y es un grupo espaciador organico;
X es un grupo funcional terminal capaz de unirse a un polimero de poliamina; y
p es un numero enterode 0 a 1;
se producen anticuerpos que son especificos del 5-FU y no reaccionan sustancialmente con ni se unen al tegafur, ni
a otras bases de pirimidina tales como el uracilo y la citosina. El suministro de estos anticuerpos que reaccionan de
manera sustancialmente selectiva con el 5-FU y no reaccionan de manera cruzada con el tegafur permite producir
un inmunoanalisis que puede detectar y controlar especificamente el 5-FU en muestras de fluidos de pacientes que
estén siendo tratados con 5-FU. También se desvelan reactivos y kits para dicho inmunoandlisis. La presencia del

X— (X)p
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tegafur es la causa principal de lecturas de falsos positivos que han hecho que los inmunoanalisis para el 5-FU no
sean adecuados.

Descripcion detallada

Se desvela una nueva clase de anticuerpos que reaccionan de manera sustancialmente selectiva con el 5-FU y no
reaccionan sustancialmente ni reaccionan de manera cruzada con el tegafur ni con otras bases de pirimidina
interferentes tales como uracilo y citosina. Se ha descubierto que con el uso del derivado de 5-FU 3-substituido de
férmula 1I-A como inmundégeno, se proporciona esta nueva clase de anticuerpos de la presente invencién. Es
mediante el uso de estos anticuerpos que se ha desarrollado un inmunoanalisis, incluyendo reactivos y kits para
dicho inmunoanalisis, para detectar y/o cuantificar el 5-FU en muestras de sangre, plasma u otros fluidos corporales.
Mediante el uso de este inmunoandlisis, se puede detectar y/o cuantificar la presencia y la cantidad de 5-FU en
muestras de fluidos corporales, preferentemente, en una muestra de sangre o de plasma. De esta manera, se puede
hacer un seguimiento de un paciente que esté siendo tratado con 5-FU durante una terapia y ajustar su tratamiento
segun dicho seguimiento. Por medio de la presente invencién, se consigue la administracion terapéutica del farmaco
de 5-FU en pacientes con cancer que estén siendo tratados con 5-FU como agente quimioterapéutico.

Los reactivos utilizados en el inmunoanalisis desvelado en el presente documento son conjugados de un vehiculo
con el compuesto de 5-FU 1-sustituido de férmula II-B:
Q

o] N

Hh— @ —x  JI-B

en la que p, Yy X son como se definen anteriormente;
o un compuesto de formula:

X— (Y)p

CR E

N

o] N
H II-A
en la que Y es un grupo espaciador organico;
X es un grupo funcional terminal capaz de unirse a un polimero de poliamina;
p es un numero enterode 0 a 1;
0 mezclas de los mismos.

En los reactivos de formula II-A y 1I-B, el vehiculo puede ser cualquiera de los vehiculos reactivos convencionales
utilizados en la realizacion de inmunoandlisis, preferentemente, estos vehiculos estan marcados para su deteccion.
En el compuesto de férmula II-A, que se utiliza en la formacién de los reactivos usados en el andlisis, X puede ser
cualquier grupo funcional capaz de unirse al vehiculo. Los vehiculos preferidos contienen un polimero de poliamina
polimérica con un grupo amino reactivo y X es un grupo funcional terminal capaz de unirse a un polimero de
poliamina.

En el inmunoanalisis desvelado en el presente documento, estos conjugados son parejas de uniéon competitiva con
el 5-FU presente en la muestra por la unién con los anticuerpos de la presente invencién. Por lo tanto, la cantidad de
reactivo del conjugado que se une con el anticuerpo sera inversamente proporcional a la cantidad de 5-FU de la
muestra. El andlisis utiliza cualquier procedimiento de medicién convencional para detectar y medir la cantidad de
dicho conjugado que esta unido o no estd unido con el anticuerpo. Mediante el uso de dicho procedimiento, se
puede determinar la cantidad de conjugado unido o no unido. Generalmente, la cantidad de 5-FU de una muestra se
determina correlacionando la cantidad medida del conjugado unido o no unido producido por el 5-FU en la muestra
con valores del conjugado unido o no unido determinados a partir de muestras patréon o de curvas de calibraciéon que
contienen cantidades conocidas de 5-FU, cuyas cantidades conocidas estan en el intervalo esperado para la
muestra que se vaya a analizar. Estos estudios para producir curvas de calibracion se determinan usando el mismo
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procedimiento de inmunoanalisis usado para la muestra.

Los conjugados se preparan a partir de compuestos de formulas II-A y 1I-B, mientras que los inmundgenos se
preparan a partir de compuestos de férmula [I-A. Para realizar el inmunoanalisis desvelado en el presente
documento, es importante que el conjugado se forme a partir del compuesto de férmulas II-A o 1I-B, y que el
inmunogeno se forme a partir del compuesto de formula 1l-A. En los conjugados que incluyen los inmundégenos, el
polimero de poliamina se conjuga con la parte de ligando que tiene la formula:

. o}

C.K - F

N

——— X'—— X)p

O

Iz

ITI-A

en la que Y y p son como se definen anteriormente; y

X’ es -CHz- 0 un grupo ligador funcional;

o con la parte de ligando del compuesto de férmula II-B que tiene la formula:
o .

B Wp—— X III-B

enlaquex’, Yy psoncomo ée definen anteriormente.

Estas partes de ligando pueden estar en uno o mas sitios activos del vehiculo del conjugado.
Definiciones

A lo largo de la presente descripcion, se han de entender las siguientes definiciones:

Los términos “inmundgeno” e “inmunogénico” se refieren a sustancias capaces de provocar, producir o generar
una respuesta inmune en un organismo.

El término “conjugado” se refiere a cualquier sustancia formada a partir de la unién de dos partes. Los
conjugados representativos de acuerdo con la presente invencion incluyen los formados mediante la unién de
una molécula pequena, tal como el compuesto de formula 1I-B, y una molécula grande, tal como un vehiculo o un
polimero de poliamina, particularmente, una proteina. En el conjugado, la molécula pequefa puede estar unida a
uno o mas sitios activos de la molécula grande.

“Haptenos” son antigenos parciales o incompletos. Son sustancias libres de proteinas, en su mayor parte,
sustancias de bajo peso molecular, que no son capaces de estimular la formacion de anticuerpos, pero que
reaccionan con los anticuerpos. Estos se forman mediante el acoplamiento de un hapteno con un vehiculo
inmunogénico de alto peso molecular y luego la inyeccién de este producto acoplado, es decir, el inmundgeno,
en un sujeto humano o animal. El hapteno de la presente invencion es 5-FU.

Como se usa en el presente documento, un “grupo espaciador’ o “espaciador” se refiere a una parte de una
estructura quimica que conecta dos o mas subestructuras, tales como haptenos, vehiculos, inmundgenos,
marcadores o trazadores, a través de un grupo CHz o un grupo de uniéon funcional. Estos grupos espaciadores se
enumeraran de aqui en adelante en la presente solicitud. Los atomos de un grupo espaciador y los atomos de una
cadena del grupo espaciador se conectan entre si mediante enlaces quimicos. Entre los espaciadores preferidos
estan las cadenas de carbonos, saturadas o insaturadas, lineales o ramificadas. Estas cadenas de carbonos
también pueden incluir uno 0 mas heteroatomos en la cadena o en los terminales de las cadenas. “Heteroatomos”
pretende significar atomos distintos del carbono que se seleccionan del grupo constituido por oxigeno, nitrégeno o
azufre. Los grupos espaciadores también pueden incluir grupos ciclicos o aromaticos como parte de la cadena o
como una sustitucion en uno de los atomos de la cadena.
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El nimero de atomos del grupo espaciador se determina contando los atomos distintos del hidrégeno. El nimero de
atomos de una cadena de un grupo espaciador se determina contando el nimero de atomos distintos del hidrégeno
a lo largo de la ruta mas corta entre las subestructuras que se estan conectando. Se puede usar un grupo ligador
funcional para activar, por ejemplo, para proporcionar un sitio funcional disponible en un hapteno o grupo espaciador
para sintetizar un conjugado de un hapteno con un marcador o un vehiculo o un polimero de poliamina.

Un “vehiculo inmunogénico”, como se usa la expresion en el presente documento, es una sustancia inmunogénica,
comUnmente, una proteina, que se puede unir con un hapteno, en este caso, 5-FU o los derivados de 5-FU de
férmula II-A descritos, permitiendo asi que estos derivados de hapteno induzcan una respuesta inmune y generen la
produccion de anticuerpos que puedan unirse especificamente con estos haptenos. En lo sucesivo, en la presente
solicitud, se enumeraran los vehiculos inmunogénicos y los grupos de unién. Entre las sustancias vehiculo
inmunogénicas se incluyen proteinas, glucoproteinas, poliamino-polisacaridos complejos, particulas y acidos
nucleicos que son reconocidos como foraneos y provocan, por tanto, una respuesta inmunolégica en el huésped.
Los poliamino-polisacaridos se pueden preparar a partir de polisacaridos usando cualquier procedimiento
convencional conocido para esta preparacion.

También se pueden emplear diversos tipos de proteinas como vehiculo inmunogénico de poli(aminoacido). Estos
tipos incluyen albuminas, proteinas séricas, lipoproteinas, etc. Las proteinas ilustrativas incluyen la albamina de
suero bovino (ASB), la hemocianina de lapa californiana (KLH), la ovoalbumina, la tiroglobulina bovina (TGB), etc.
Alternativamente, se pueden utilizar poli(aminoacidos) sintéticos.

Los vehiculos inmunogénicos también pueden incluir poliamino-polisacaridos, que son un polimero de alto peso
molecular formado mediante condensaciones repetidas de monosacaridos. Los ejemplos de polisacaridos son
almidones, glucégeno, celulosa, gomas de hidratos de carbono tales como goma arabiga, agar, etcétera. Los
polisacaridos también contienen residuos de poliaminoacido y/o residuos lipidicos.

El vehiculo inmunogénico también puede ser un poli(acido nucleico) bien solo o conjugado con uno de los
poli(aminoéacidos) o polisacaridos anteriormente mencionados.

El vehiculo inmunogénico también puede incluir particulas sélidas. Las particulas son generalmente de al menos
aproximadamente 0,02 micrémetros (um) o de no mas de aproximadamente 100 um, y habitualmente, de un
diametro de aproximadamente 0,05 pm a 10 um. La particula puede ser organica o inorganica, expandible o no
expandible, porosa o no porosa, éptimamente, de una densidad que se aproxima a la del agua, generalmente de
aproximadamente 0,7 a 1,5 g/ml, y estar compuesta de un material que puede ser transparente, parcialmente
transparente u opaco. Las particulas pueden ser materiales bioldgicos, tales como células y microorganismos,
incluyendo ejemplos no restrictivos tales como eritrocitos, leucocitos, linfocitos, hibridomas, estreptococos,
Staphylococcus aureus, E. coliy virus. Las particulas también pueden estar compuestas de polimeros organicos e
inorganicos, liposomas, latex, vesiculas posfolipidicas o lipoproteinas.

“Poli(aminoacido)” o “polipéptido” es una poliamida formada por aminoacidos. Los poli(aminoacidos) variaran
generalmente de un peso molecular de aproximadamente 2.000, sin limite superior de peso molecular, siendo
normalmente de menos de 10.000.000 y, habitualmente, de no mas de aproximadamente 600.000 daltons.
Habitualmente, habra diferentes intervalos en funcion de si hay implicado o no un vehiculo inmunogénico o una
enzima.

Un “péptido” es cualquier compuesto formado por el enlace de dos o mas aminoacidos mediante enlaces de tipo
amida (peptidicos), habitualmente, un polimero de a-aminoacidos en el que el grupo a-amino de cada residuo de
aminoacido (a excepcion del terminal NHz) esta unido al grupo a-carboxilo del siguiente residuo de la cadena lineal.
Los términos péptido, polipéptido y poli(aminoacido) se usan como sinénimos en el presente documento para
referirse a esta clase de compuestos sin ninguna restriccion en cuanto al tamafo. Los miembros mas grandes de
esta clase se denominan proteinas.

Un “marcador”, una “molécula detectora” o un “trazador” es cualquier molécula que produce, o que puede ser
inducida a producir, una sefal detectable. El marcador puede estar conjugado a un analito, un inmunégeno, un
anticuerpo u otra molécula, tal como un receptor o una molécula que se pueda unir con un receptor tal como un
ligando, particularmente, un hapteno. Los ejemplos no restrictivos de marcadores incluyen isotopos radiactivos,
enzimas, fragmentos enzimaticos, sustratos enzimaticos, inhibidores enzimaticos, coenzimas, catalizadores,
fluoréforos, colorantes, quimioluminiscentes, luminiscentes o sensibilizadores; una particula no magnética o
magnética, un soporte sélido, un liposoma, un ligando o un receptor.

El término “anticuerpo” se refiere a una pareja de unién proteica especifica para un antigeno, y es cualquier
sustancia o grupo de sustancias que tenga una afinidad de unién especifica por un antigeno hasta la exclusion de
otras sustancias. El término genérico “anticuerpo” subsume anticuerpos policlonales, anticuerpos monoclonales y
fragmentos de anticuerpos.
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El término “derivado” se refiere a un compuesto quimico o una molécula formada a partir de un compuesto precursor
mediante una o mas reacciones quimicas.

El término “vehiculo” para formar el conjugado de formula II-B se refiere a particulas sélidas y/o polimeros
poliméricos, tales como polimeros inmunogénicos, tales como aquéllos mencionados anteriormente. Cuando el
vehiculo es una particula sélida, la particula sélida puede estar unida, revestida con o unida de otro modo con un
polimero de poliamina para proporcionar uno 0 mas sitios reactivos para la unién con el grupo funcional terminal X
de los compuestos de formula II-B.

La expresién “kit de reactivos” o “kit de analisis” se refiere a un conjunto de materiales que se usan en la realizacion
de un analisis. Los reactivos se pueden proporcionar en una combinacién empaquetada en el mismo envase o en
envases separados en funcidon de sus reactividades cruzadas y estabilidades, y en forma liquida o liofilizada. Las
cantidades y las proporciones de los reactivos proporcionados en el kit se pueden seleccionar para proporcionar
resultados optimos para una determinada aplicacién. Un kit de reactivos que incorpora las caracteristicas de la
presente invencion comprende anticuerpos especificos del 5-FU. El kit puede comprender ademas ligandos del
analito, y materiales de calibracion y de control. Los reactivos pueden permanecer en estado liquido o pueden estar
liofilizados.

La expresion “materiales de calibracién y de control” se refiere a cualquier patron o material de referencia que
contiene una cantidad conocida de un farmaco que se vaya a medir. La concentracion del farmaco se calcula
comparando los resultados obtenidos para la muestra desconocida con los resultados obtenidos para el patron. Esto
se hace comunmente trazando una curva de calibracién.

La expresion “muestra biolégica” incluye, pero sin limitacion, cualquier cantidad de una sustancia procedente de un
ser vivo o un ser anteriormente vivo. Dichos seres vivos incluyen, pero sin limitaciéon, seres humanos, ratones,
monos, ratas, conejos, caballos y otros animales. Dichas sustancias incluyen, pero sin limitacion, sangre, suero,
plasma, orina, células, érganos, tejidos, hueso, médula désea, linfa, nddulos linfaticos, tejido sinovial, condrocitos,
macrofagos sinoviales, células endoteliales y piel.

Reactivos e inmunégenos

En la preparacion de un inmunoanadlisis, se forma un conjugado de 5-FU para competir con el 5-FU de la muestra
por los sitios de unién de los anticuerpos de la presente invencion. En el presente inmunoanalisis, el inmunégeno
para la produccién de los anticuerpos de la presente invencién es el derivado de 5-FU 3-sustituido de los
compuestos de formula IlI-A y el reactivo es los derivados de 5-FU 1-sustituidos de férmulas 1lI-A o 1lI-B. En los
compuestos de formula IlI-A y 1lI-B, el espaciador ligador constituye la parte -CHz-(Y),-X'- de esta molécula. El
ligador X' y el espaciador -CHa-(Y),- son los convencionales en la preparacién de conjugados e inmundgenos. Se
puede utilizar cualquiera de los grupos que ligan espaciadores convencionales utilizados para preparar conjugados e
inmundgenos para los inmunoanalisis en los compuestos de féormula IlI-A y 111-B. Dichos ligadores y espaciadores
convencionales se divulgan en la patente estadounidense N? 5.501.987 y patente estadounidense N° 5.101.015.

Entre los grupos espaciadores preferidos se incluyen los grupos espaciadores mencionados anteriormente en el
presente documento. Los grupos espaciadores particularmente preferidos son grupos tales como el alquileno que
contiene de 1 a 10 atomos de carbono,

-{CHz}m-ﬁ--NH—(CHzrn—@-{CHzm-, NH-(CHy)p-
0

—@(CHZ)D-

en la que n y o son numeros enteros de 0 a 6 y m es un nimero entero de 1 a 6, siendo el alquileno el grupo
espaciador especialmente preferido. Con respecto a las estructuras anteriores representadas por Y, el grupo
funcional terminal X esta conectado a estos sustituyentes por su terminal y por el lado derecho de las estructuras, es
decir, por el extremo designado por (CHz)o 0 (CH2)m.

En los compuestos de formula llI-A y 11I-B, X’ es —CHz- 0 un grupo funcional que liga el espaciador, preferentemente,
a un grupo amina del polimero o del vehiculo. El grupo X' es el resultado del grupo funcional terminal X en los
compuestos de formula II-A y II-B, que es capaz de unirse al grupo amino del polimero de poliamina usado bien
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como vehiculo o como inmunégeno. Se puede utilizar cualquier grupo funcional terminal capaz de reaccionar con
una amina como el grupo funcional X en los compuestos de férmula II-A y 1I-B. Estos grupos funcionales terminales
incluidos preferentemente en X son:

-C-ORs, .N=C =R,, ° -CH

o 4 (Irla

en la que Rs es hidréogeno o tomado, junto con su 4tomo de oxigreno unido forma un éster reactivo, y R4 es oxigeno o
azufre. El radical -N=C=R4 puede ser un isocianato o un isotiocianato. Los ésteres activos formados por OR3

incluyen imidoéster tal como N-hidroxisuccinamida, 1-hidroxi-benzotriazol y p-nitrofeniléster. Sin embargo, se puede
usar cualquier éster activo que pueda reaccionar con un grupo amina.

El grupo carboxilico y los ésteres activos son acoplados al vehiculo o al polimero inmunogénico mediante
procedimientos convencionales. El grupo amina del polimero de poliamina, tal como una proteina, produce un grupo
amida que conecta el espaciador con el polimero, los inmundgenos o el vehiculo y/o los conjugados de la presente
invencion.

En los inmundgenos y los conjugados de la presente invencién, los enlaces quimicos entre el haptenos de 5-FU que
contiene grupos carboxilo y los grupos amino del polimero de poliamina del vehiculo o del inmunégeno se pueden
establecer usando una variedad de procedimientos conocidos por el experto en la técnica. Frecuentemente, es
preferible formar enlaces de tipo amida. Los enlaces de tipo amida se forman activando primero el resto de acido
carboxilico del hapteno de 5-FU de los compuestos de formula II-A y 1I-B haciendo reaccionar el grupo carboxilo con
un reactivo de grupo saliente (por ejemplo, N-hidroxisuccinimida, 1-hidroxibenzotriazol, p-nitrofenol y similares). Se
puede usar un reactivo activador tal como diciclohexilcarbodiimida, diisopropilcarbodiimida y similares. Luego se
hacer reaccionar la forma activada del grupo carboxilo del hapteno de 5-FU de férmula II-A o 1I-B con una solucion
tamponada que contiene el vehiculo proteico.

En los casos en los que el derivado de 5-FU de férmula II-A o 1I-B contiene un grupo amino primario o secundario,
asi como el grupo carboxilo, es necesario usar un grupo protector de aminas durante las reacciones de activacion y
acoplamiento para evitar que los conjugados reaccionen entre si. Normalmente, las aminas del conjugado se
protegen formando la correspondiente N-trifluoroacetamida, N-terc-butiloxicarbonil-uretano (N-t-BOC-uretano), N-
carbobenciloxi-uretano o una estructura similar. Una vez realizada la reaccion de acoplamiento con el polimero o
vehiculo inmunogénico, segun lo descrito anteriormente, se puede retirar el grupo protector de aminas usando
reactivos que no alteren de otro modo la estructura del inmunégeno o del conjugado. Dichos reactivos y
procedimientos son conocidos por el experto en la técnica e incluyen acidos anhidros o acuosos débiles o fuertes,
bases anhidras o acuosas débiles o fuertes, reactivos que contienen hidruro, tales como borohidruro de sodio o
cianoborohidruro de sodio y la hidrogenacion catalitica. En la patente estadounidense N® 3.996.344 y la patente
estadounidense N2 4.016.146, se revelan diversos procedimientos de conjugacién de haptenos y vehiculos.

Por otro lado, cuando X es un radical de isocianato o de tioisocianato terminal del compuesto de férmula II-A o II-B,
estos radicales, cuando han reaccionado con la amina libre de un polimero de poliamina, producen el conjugado de
férmula IlI-B o el inmundgeno, en el que X’ es

NH .c. .
|
Ra

en la que R4 es como se define anteriormente, que se conecta funcionalmente con el vehiculo o el polipéptido
inmunogénico.

Cuando X, en los compuestos de formula II-A y II-B, es un grupo aldehido, estos compuestos pueden estar
conectados al grupo amina del polipéptido de poliamina o del vehiculo a través de un enlace de tipo amina mediante
aminacion reductora. Se puede usar cualquier procedimiento convencional de condensaciéon de un aldehido con una
amina, tal como a través de una aminacion reductora para formar este enlace. En este caso, X' de las partes
ligandos de férmula llI-A y 11I-B es —CHy-.

Los atomos de 1-nitrégeno del compuesto de férmula | se pueden conectar para formar el compuesto de férmula 11-B
haciendo reaccionar el 5-FU con un haluro de féormula:

R1CH2-(Y)p-X V-A

en la que R1 es cloro o bromo e Y, p y X son como se especifican anteriormente,
para producir el compuesto de féormula:
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o]
H\N I F
T
— m—x  II-B

El compuesto de féormula | se hace reaccionar en su atomo de nitrégeno de anillo 1 con el haluro de férmula V-A

para formar los compuestos de férmula [I-B mediante cualquier procedimiento convencional de condensacion de un

5 haluro con un grupo amina. Esta reaccion de condensacion se lleva a cabo en presencia de una base. En esta

reaccion, el atomo de nitrégeno del anillo de la posicion 1 del compuesto de férmula | es mas reactivo que el atomo

de nitrégeno del anillo de la posicion 3. Por lo tanto, el atomo de nitrégeno del anillo de la posicién 1,

preferentemente, se condensara con el haluro. Si el compuesto de férmula V-A contiene cualquier amino reactivo u

otro sustituyente funcional, se pueden hacer reaccionar estos sustituyentes con grupos protectores convencionales

10 antes de la reaccion del 5-FU con un compuesto de V-A. Una vez producido el compuesto de formula VI-A, estos

grupos protectores se pueden eliminar mediante procedimientos bien conocidos en la técnica para la eliminacion de
dichos grupos protectores, manteniendo la amina en el compuesto de férmula II-B.

El 5-FU 3-substituido de féormula II-A se puede preparar a partir de 5-FU, convirtiendo primero el 5-FU en el

15 compuesto de dicloro de férmula:
Cl

N ST

x VII
cl N
Esto se logra mediante el tratamiento del compuesto de formula | con un agente de cloracion tal como oxicloruro de
fésforo. Se puede usar cualquiera de las condiciones convencionales en la utilizacion de estos agentes de cloracion
para llevar a cabo esta reaccion. En la siguiente etapa, el compuesto de férmula VII se convierte en el compuesto de
20 féormula:
OH .

R VIII-A
Cl N
que se enoliza en el compuesto de formula:
0

- VIII-B

Cl

25 Esta conversion se lleva a cabo tratando el compuesto de formula VII con hidréxido de sodio en un medio acuoso a
una temperatura de 35 °C a 50 °C. El compuesto de férmula VIII-B se puede convertir en el compuesto de la férmula:
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O
H
\N F
N 0 IX
R;0 N

en la que Rz es bencilo.

En la formacién del compuesto de féormula IX, se hace reaccionar el compuesto de férmula VIII-B con alcohol
bencilico en un disolvente organico en presencia de hidroxido de sodio sélido. En la siguiente etapa, el compuesto
de férmula IX se convierte en el compuesto de férmula II-A mediante la reacciéon del compuesto de formula IX con el
haluro de férmula V-A, de la manera descrita anteriormente en relacion con la condensacion del compuesto de
férmula | con el haluro de férmula V-A.

El compuesto de férmulas 1l-A o 1I-B se puede convertir en el vehiculo reactivo del conjugado de la presente
invencion haciendo reaccionar estos compuestos con una poliamina, un polipéptido o un vehiculo. Se puede utilizar
el mismo polipéptido como vehiculo en el compuesto de féormula 1I-B y como polimero inmunogénico en el
inmunégeno de féormula II-A de la presente invencidn con la condiciéon de que la poliamina o el polipéptido sean
inmunolégicamente activos. Sin embargo, para formar los conjugados, es necesario que estos polimeros no
produzcan una respuesta inmunologica como la necesaria para los inmunégenos. De acuerdo con la presente
invencion, se pueden conjugar los diversos grupos funcionales representados por X en los compuestos de férmula Il-
Ay 1I-B con el material polimérico mediante procedimientos convencionales de unién de un grupo funcional con un
grupo amina contenido en el polimero. Segun una realizacion preferida, en el compuesto de formula 1I-A y 1I-B, X es
un grupo de acido carboxilico o sus ésteres activos.

Anticuerpos

En el presente documento, también se desvelan nuevos anticuerpos incluyendo anticuerpos monoclonales contra el
5-FU producidos utilizando los inmun6genos anteriormente mencionados. Se ha encontrado que estos anticuerpos
producidos de acuerdo con la presente invencién son selectivamente reactivos con el 5-FU, y no reaccionan con el
tegafur ni con otros compuestos que contienen pirimidina que interferirian con los inmunoanalisis del 5-FU.

Los antisueros se pueden producir convenientemente inmunizando animales huésped con los inmunégenos de la
presente invencion. Los animales huésped adecuados incluyen roedores tales como, por ejemplo, ratones, ratas,
conejos, cobayas y similares, o mamiferos superiores, tales como cabras, ovejas, caballos y similares. Las dosis
iniciales, las sangrias y las inyecciones de refuerzo se pueden ofrecer segln protocolos aceptados para generar
respuestas inmunes en animales. Por ejemplo, en una realizacion preferida, los ratones recibieron una dosis inicial
de 100 ug de inmundgeno/ratén, i.p., y dos o mas inyecciones de refuerzo posteriores de 100 ug inmundgeno/ratdn
en un periodo de seis meses. Mediante una sangria periédica, se observaron las muestras de sangre de los ratones
inmunizados en cuanto al desarrollo de una respuesta inmune frente a la unién al 5-FU utilizando inmunoanalisis
convencionales. Estos procedimientos proporcionan un modo conveniente de rastrear los huéspedes que estén
produciendo antisueros que tengan la actividad deseada.

Los anticuerpos monoclonales se producen convenientemente inmunizando ratones Balb/c segun el plan anterior e
inyectando después 100 ug de inmundgeno i.p. o i.v. en los ratones en tres dias sucesivos comenzando tres dias
antes de la fusion celular. Por supuesto, también se pueden utilizar otros protocolos ampliamente conocidos en la
técnica de los anticuerpos. El protocolo de inmunizacion completo detallado en el presente documento proporcioné
un protocolo 6ptimo para la respuesta de los anticuerpos en suero contra el 5-FU.

Se pueden usar linfocitos B obtenidos de bazo, sangre periférica, nédulos linfaticos u otro tejido del huésped como la
célula productora de anticuerpos monoclonales. Los mas preferidos son los linfocitos B obtenidos del bazo. Los
hibridomas capaces de generar los anticuerpos monoclonales deseados de la invencién se obtienen fusionando
dichos linfocitos B con una linea celular inmortal, que es una linea celular que confiere una estabilidad al cultivo
tisular a largo plazo en la célula hibrida. En la realizacién preferida de la invencién, la célula inmortal puede ser una
célula linfoblastoide o una célula de plasmacitoma, tal como una célula de mieloma, una célula productora de
anticuerpos, pero también una célula maligna. Los hibridomas murinos que producen anticuerpos monoclonales
contra el 5-FU se forman mediante la fusion de células de mieloma y células de bazo murinas procedentes de
ratones inmunizados contra conjugados de 5-FU-proteina. Es posible producir anticuerpos monoclonales quiméricos
y humanizados mediante la clonacién de genes que expresan los anticuerpos de las células de hibridoma vy el
empleo de procedimientos de ADN recombinante que en la actualidad se conocen ampliamente en la técnica, bien
para unir la subsecuencia de la region variable murina con las regiones constantes humanas o para combinar las
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regiones marco humanas con regiones de determinacion de la complementariedad (CDR) de una inmunoglobulina
de ratén o de rata donante. En la solicitud de patente internacional WO 92/11018, se expone un procedimiento
mejorado para llevar a cabo la humanizacién de anticuerpos monoclonales murinos que proporciona anticuerpos de
mayores afinidades.

Se pueden producir fragmentos polipeptidicos que sélo comprendan una parte de la estructura primaria del
anticuerpo, fragmentos que poseen una o0 mas actividades de la inmunoglobulina. Estos fragmentos polipeptidicos
se pueden producir mediante la escision proteolitica de anticuerpos intactos mediante procedimientos ampliamente
conocidos en la técnica, o insertando codones de terminacién en las ubicaciones deseadas de los vectores de
expresion que contienen los genes frente a los anticuerpos usando una mutagénesis de sitio dirigida para producir
fragmentos Fab o fragmentos (Fab’).. Se pueden producir anticuerpos monocatenarios uniendo las regiones VL y VH
con un ligador de ADN (véase Huston et al.,, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 85:5879-5883 (1988) y Bird et al.,
Science, 242:423-426 (1988)).

Los anticuerpos desvelados son selectivos del 5-FU, y no tienen ninguna reactividad cruzada sustancial con bases
de pirimidina tales como el uracilo, la citosina, el tegafur etc. No tener ninguna reactividad cruzada sustancial
pretende significar que los anticuerpos de la presente invencién tienen una reactividad cruzada relativa al 5-FU con
estos metabolitos de no mas del 12 %, preferentemente, de menos del 5 %.

Inmunoanalisis

De acuerdo con la presente invencion, los conjugados y los anticuerpos anteriormente mencionados generados a
partir de los inmunégenos de estos compuestos de formula 1I-A se pueden utilizar como reactivos para la
determinacién del 5-FU en muestras de pacientes. Esta determinacion se realiza por medio de un inmunoanalisis.
Para determinar la presencia del 5-FU en una muestra de paciente, se puede utilizar cualquier inmunoanalisis en el
que los conjugados de reactivos formados a partir de los compuestos de formula |I-B compiten con el 5-FU en la
muestra por los sitios de uniéon de los anticuerpos generados de acuerdo con la presente invencion. La manera de
llevar a cabo dicho analisis para el 5-FU en una muestra sospechosa de contener 5-FU comprende combinar (a) una
muestra en medio acuoso, (b) un anticuerpo contra el 5-FU generado de acuerdo con la presente invencién y (c) los
conjugados formados a partir de los compuestos de férmulas 1l-A y 1I-B. La cantidad de 5-FU de la muestra se puede
determinar midiendo la inhibiciéon de la unién con el anticuerpo especifico de una cantidad conocida del conjugado
afadida a la mezcla de la muestra y el anticuerpo. El resultado de la inhibicion de dicha unién de la cantidad
conocida de conjugados mediante la muestra desconocida se compara con los resultados obtenidos en el mismo
analisis utilizando soluciones patrén conocidas del 5-FU. En la determinacién de la cantidad de 5-FU en una muestra
desconocida, la muestra, los conjugados formados a partir de los compuestos de férmula 1I-B y el anticuerpo se
pueden afadir en cualquier orden.

Se pueden utilizar diversos procedimientos para medir la cantidad de conjugado formado a partir de los compuestos
de férmulas 1l-A y 1I-B unidos al anticuerpo. Un procedimiento es aquél en el que la unién de los conjugados con el
anticuerpo provoca una disminuciéon en la velocidad de rotacion de un conjugado de fluoréforo. La cantidad de
disminucién en la velocidad de rotacién de un conjugado de fluoréforo en la mezcla liquida se puede detectar
mediante la técnica de polarizacién fluorescente, tal como se revela en la patente estadounidense N? 4.269.511 y la
patente estadounidense N° 4.420.568.

Por otro lado, se puede utilizar el anticuerpo para revestir o ser absorbido en nanoparticulas de modo que cuando
estas particulas reaccionan con los conjugados del 5-FU formados a partir de los compuestos de féormulas 1I-A y 1I-B,
estas nanoparticulas formen un agregado. Sin embargo, cuando las nanoparticulas que han absorbido o han sido
revestidas con el anticuerpo reaccionan con el 5-FU de la muestra, el 5-FU de la muestra unido a estas
nanoparticulas no produce la agregacion de las nanoparticulas con anticuerpo. La cantidad de agregacién o
aglutinamiento se puede medir en la mezcla de analisis mediante absorbancia.

Por otro lado, estos analisis se pueden llevar a cabo teniendo bien el anticuerpo o los conjugados de 5-FU unidos a
un soporte sdlido, tal como una placa de microtitulacién o cualquier otro soporte sélido convencional, incluyendo
particulas solidas. La unién de anticuerpos y proteinas a tales particulas sélidas es ampliamente conocida en la
técnica. Se puede utilizar cualquier procedimiento convencional para llevar a cabo dichas uniones. En muchos
casos, para ayudar en la medicién, se pueden colocar marcadores sobre los anticuerpos, los conjugados o las
particulas sélidas, tales como marcadores radiactivos o marcadores enzimaticos, para que ayuden en la deteccién
de la cantidad de los conjugados formados a partir de los compuestos de férmula II-B que esté unida o no unida con
el anticuerpo. Otros marcadores adecuados incluyen croméforos, fluoréforos, etc.

Por comodidad, los componentes del analisis desvelado en el presente documento se pueden proporcionar en un kit,
una combinacién envasada con cantidades predeterminadas de nuevos reactivos empleados en el analisis del 5-FU.
Estos reactivos incluyen el anticuerpo de la presente invencién, asi como los conjugados formados a partir de los
compuestos de férmulas 1l-A y 1I-B.
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Ademas de estos reactivos necesarios, se pueden incluir aditivos tales como reactivos auxiliares, por ejemplo,
estabilizadores, tampones y similares. Las cantidades relativas de los diversos reactivos pueden variar ampliamente
para proporcionar concentraciones en disolucién de los reactivos que optimicen sustancialmente la sensibilidad del
analisis. Se pueden proporcionar los reactivos en disolucion o en forma de un polvo seco, habitualmente, liofilizado,
incluyendo excipientes que, en disolucién, proporcionaran una solucién de reactivos que tendra las concentraciones
apropiadas para realizar el andlisis.

También se desvelan:

1. Un inmunoandlisis para la deteccién de 5-fluoro-uracilo en una muestra que comprende proporcionar una
mezcla de a) una muestra; b) un anticuerpo reactivo selectivamente con 5-fluoro-uracilo, anticuerpo que no
reacciona sustancialmente de forma cruzada con el tegafur; y ¢) un conjugado de un vehiculo con un compuesto
de formula:

o]
H F
\N I
[s) N
HiG— X II-B;

en la que Y es un grupo espaciador organico;
X es un grupo funcional terminal capaz de unirse al vehiculo; y p es un nimero enterode 0 a 1;
o un compuesto de formula:

0
X——(¥) & £
P \N
© A II-A

en la que X, Y y p son como se han definido anteriormente;

0 una mezcla de los mismos;

hacer que el 5-fluoro-uracilo de la muestra y dicho conjugado se unan con dicho anticuerpo y, tras ello, medir la
cantidad de dicho conjugado de dicha mezcla que se esta unido o no esta unido a dicho anticuerpo, mediante lo
que se puede determinar la presencia de 5-fluoro-uracilo en la muestra.

2. Un inmunoanalisis de acuerdo con el aspecto 1, en el que p es 0 en el compuesto de férmula II-A y/o el
compuesto de férmula I1-B.

3. Un inmunoanalisis de acuerdo con el aspecto 1, en el que p es 1 en el compuesto de formula II-A y/o el
compuesto de formula II-B.

4. Un inmunoanalisis de acuerdo con el aspecto 3, en el que Y es alquileno que contiene de 1 a 10 atomos de
carbono,

-(CHz)m-ﬁ-NH-(CHz)FQ"-‘“(CHz)o-. -NH-(CHg)m-
0

{}(CHZ)O-

en los que n y o son numeros enteros 0 a 6, y m es un numero entero de 1 a 6 en el compuesto de formula II-A
y/o el compuesto de férmula II-B.

5. Un inmunoandlisis de acuerdo con uno cualquiera de los aspectos anteriores, en el que X es
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—ﬁ—ﬂﬂ; , —N==C=—R, o —CH
0 o)

en el que Rs es hidrogeno o, tomado junto con su atomo de oxigeno unido, forma un éster reactivo, y R4 es
oxigeno o azufre en el compuesto de féormula II-A y/o el compuesto de formula II-B.

6. Un inmunoanalisis de acuerdo con uno cualquiera de los aspectos anteriores, en el que X es
—ﬁ——ORa
8]
y Rs es hidrégeno en el compuesto de férmula II-A y/o el compuesto de formula I-B.

7. Un inmunoanalisis de acuerdo con uno cualquiera de los aspectos 1 a 5, en el que X es
_ﬁ—om
e
y Rs forma un éster reactivo en el compuesto de formula Il-A y/o el compuesto de férmula II-B.

8. Un inmunoanadlisis de acuerdo con el aspecto 7, en el que el éster formado es un alquiléster inferior, imidoéster
o amidoéster en el compuesto de formula II-A y/o el compuesto de formula II-B.

9. Un inmunoanalisis de acuerdo con uno cualquiera de los aspectos anteriores, en el que la muestra es una
muestra humana.

10. Un inmunoanalisis de acuerdo con uno cualquiera de los aspectos anteriores, en el que dicho anticuerpo se
genera a partir de un inmunégeno que comprende un vehiculo inmunogénico que contiene un polimero de

poliamina conjugado con un compuesto de formula:
o]

x___m ——22 ¥
]
\N

o N
N IT-A
en la que X, Y y p son como se han definido en uno cualquiera de los aspectos 1 a 8.

11. Un inmunoandlisis de acuerdo con uno cualquiera de los aspectos anteriores, en el que el anticuerpo esta
unido a un soporte sélido.

12. Un inmunoanadlisis de acuerdo con el aspecto 11, en el que el soporte sélido es placas de microtitulacion.
13. Un inmunoanadlisis de acuerdo con el aspecto 11, en el que el soporte sélido es nanoparticulas.

14. Un anticuerpo que se une selectivamente a 5-fluoro-uracilo y no se une sustancialmente con el tegafur.
15. Un anticuerpo de acuerdo con el aspecto 14, en el que dicho anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.

16. Un anticuerpo de acuerdo con el aspecto 14 o el aspecto 15, en el que dicho anticuerpo se obtiene de
ratones, conejos o ratas.

17. Un anticuerpo de acuerdo con uno cualquiera de los aspectos 14 a 16, en el que dicho anticuerpo no
reacciona sustancialmente de forma cruzada con uracilo ni con citosina.

18. Un anticuerpo de acuerdo con uno cualquiera de los aspectos 14 a 17, en el que dicho anticuerpo se obtiene
de un vehiculo inmunogénico que contiene un polimero de poliamina conjugado con un compuesto de formula:

13



10

15

20

ES 2485691 T3

Hz
X——(N)y—C F

N I
°/L\N II-A

en laque X, Y y p son como se han definido en uno cualquiera de los aspectos 1 a 8.

19. Un compuesto de férmula:

R II-A

en laque X, Y y p son como se han definido en uno cualquiera de los aspectos 1 a 8,
o un compuesto de formula:

me—w—x  JI-B

en la que X, Y y p son como se han definido en uno cualquiera de los aspectos 1 a 8,
0 una mezcla de los mismos.

20. Un conjugado de un vehiculo con un compuesto de férmula:
o]

2

™~

N

A

N IT-A

en la que X, Y y p son como se han definido en uno cualquiera de los aspectos 1 a 8,
0 un compuesto de formula:

H
X——¥);—C

He—m,—x  JI-B

en laque X, Y y p son como se han definido en uno cualquiera de los aspectos 1 a 8,
0 una mezcla de los mismos.

21. Un conjugado de acuerdo con el aspecto 20, en el que el vehiculo contiene uno 0 méas grupos amino ligados
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por —C- 0 —NH-C-, en el que R4 es oxigeno o azufre.

22. Un inmunégeno que contiene un vehiculo inmunogénico que contiene un polimero de poliamina ligado a un
compuesto de formula:

Q
H
X——{¥)y— \N F
¢ N II-A

en laque X, Y y p son como se han definido en uno cualquiera de los aspectos 1 a 8.

23. Un inmunoégeno de acuerdo con el aspecto 22, en el que el polimero inmunogénico contiene uno o0 mas
grupos amino ligados por

en el que R4 es oxigeno o azufre.

24. Un kit para determinar la presencia de 5-fluoro-uracilo en una muestra de un paciente que comprende
reactivos en recipientes separados, siendo uno de los reactivos un conjugado de un vehiculo con un compuesto
de formula:

e]
H F
\N ’
o
e —— (1= X II-B

en la que X, Y y p son como se han definido en uno cualquiera de los aspectos 1 a 8, o un compuesto de
formula:

N II-A

en laque X, Y y p son como se han definido en uno cualquiera de los aspectos 1 a 8,

0 una mezcla de los mismos;

y conteniendo el segundo recipiente un anticuerpo sustancialmente selectivamente reactivo con 5-fluoro-uracilo y
no sustancialmente reactivo de forma cruzada con tegafur.

25. Un kit de acuerdo con el aspecto 24, en el que dicho conjugado esta presente en una cantidad
predeterminada en dicho primer recipiente.

26. Un kit de acuerdo con el aspecto 24 o el aspecto 25, en el que dicho kit se usa para determinar la cantidad de
5-fluoro-uracilo en dicha muestra.
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27. Un kit de acuerdo con uno cualquiera de los aspectos 24 a 26, en el que dicho anticuerpo se genera a partir
de un inmundgeno de un polipéptido de poliamina inmunogénica ligado a un compuesto de férmula:

o}
X—(Y) & r
—()—
\N |
O)\N
H II-A
en la que p, Xy Y son como se han definido en uno cualquiera de los aspectos 1 a 8.
5
Ejemplos
En los ejemplos, se usan las siguientes abreviaturas para designar los siguientes términos:
THF tetrahidrofurano
EA alcohol etilico
DCM diclorometano
DMAP dimetilaminopiridina
NHS N-hidroxi-succinimida
EDC clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida
CCF cromatografia de capa fina
ANS acido 8-anilino-1-naftalenosulfénico
i.p. Intraperitoneal
HRP peroxidasa de rédbano picante
TMB 3,3',5,5'-tetrametilbencidina
TRIS clorhidrato de tris(hidroximetil)Jaminometano
ASB albumina de suero bovino
TGB tiroglobulina bovina
PBS solucién salina tamponada con fosfato
di. agua desionizada
10

En los ejemplos, el Esquema 1, el Esquema 2, los Esquemas 3a y 3b, y el Esquema 4 que figuran a continuacion
presentan los compuestos especificos preparados y designados por los nimeros de los ejemplos. Los esquemas
son los siguientes:

Esquema 1
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Esquema 2

- |
S ¢
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Esquema 3a
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Esquema 3b
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H
Ejemplo 1

5 Esquema 1. Preparacion de éster activado de 5-FU 1-substituido [4]

A una solucién de fluorouracilo (50 g) [1] en DMF (100 ml), se afadié trietilamina (78 g) a 30 °C mientras se agitaba.
A continuacion, se afadié 4-bromobutirato de etilo (88,5 g) en gotas. Tras completar la adicidn, se agit6 la mezcla de
reaccion resultante durante 48 horas a temperatura ambiente. Se filtr6 la mezcla de reaccién y se eliminé el
10 disolvente a presion reducida. Se cristalizé el residuo en acetato de etilo, produciendo 26 g (29 %) del compuesto

[2].

A una solucién de [2] (20 g) en metanol (100 ml), se afiadié solucion acuosa de hidréxido de potasio al 20 % (27 ml).
Se agitd la solucion resultante a temperatura ambiente durante 3 horas, y después se concentr6 la mezcla a presion
15 reducida. Se disolvié el residuo en acetona (50-100 ml) y se ajusté hasta un pH 2~3 con HCI concentrado. Después
se filtré y se lavo con acetona. Se disolvi el producto sélido en acetona (50 ml) mediante calentamiento. Tras enfriar
hasta la temperatura ambiente, se precipit6 el sélido mediante la adicién de acetato de etilo (100 ml). Se recogio el
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producto sélido mediante filtracién, seguida de secado, produciendo aproximadamente 10 g de [3]. Las condiciones
de la CCF para el éster fueron acetato de etilo:éter (3:1). Las condiciones de la CCF para el acido fueron
cloroformo:metanol (15:1) con 2 gotas de acido acético.

A 6,3 g de compuesto [3] en 600 ml de diclorometano a 0 °C, se afiadié NHS. Se afnadi6 a esto una solucién de DCC
(4,8 g) en diclorometano en gotas. Tras agitar durante 2 horas a 0 °C, se agit6 la mezcla de reaccion resultante a
temperatura ambiente durante 15 horas. Se concentr6é la mezcla de reaccién. Se cristalizd el residuo en acetona,
dando el producto en bruto. Se purificd el producto en bruto en una columna de gel de silice (eluyendo con acetato
de etilo:éter, 3:1), produciendo 4 g del compuesto [4].

Ejemplo 2
Esquema 2. Preparacion de acido de 5-FU 1-substituido [5]

A una solucion del compuesto [4] (3,2 g) en acetonitrilo (300 ml), se afiadié agua (900 ml), seguida de la adiciéon de
1,2 eq. de acido p-metilaminobenzoico. Se agit6 la mezcla de reaccion resultante a temperatura ambiente durante 20
horas. Se concentrd la mezcla a presién reducida para eliminar el acetonitrilo. Se formé un precipitado y se recogio
mediante filtracién. Se cristalizé luego en acetona, dando 2,8 g de producto en bruto. Se purificd el producto en bruto
en una columna de gel de silice (eluyendo con cloroformo:metanol, 15:1 con 1-2 gotas de acido acético),
produciendo 2 g del compuesto [5].

Ejemplo 3a
Esquema 3a. Preparacion de derivados de acido de 5-FU 3-substituido [12], [14]

Se agité una mezcla de 15,6 g de 5-FU [1] en 80 ml de POCI; en un matraz de tres bocas dotado de un
condensador, un termémetro y embudo de decantacién a 40 °C. Tras la adicién de 25 ml de N,N-dimetilanilina en
gotas, se calentd la mezcla resultante a reflujo durante 3 horas. Se evapor6 el exceso de POCIs a presion reducida.
Se enfrié la mezcla hasta la temperatura ambiente y se vertié en 75 g de hielo picado. A continuacién, se extrajo con
cloroformo (50 ml tres veces). Se lavaron los extractos combinados con agua, se secaron con MgSOs y se
concentraron, dando un sélido amarillento del compuesto [7] con un rendimiento del aproximadamente 50 %.

Se agité una mezcla de 16 g de oxicloruro [7] en una soluciéon 48 ml de NaOH 2 N a 45 °C durante una hora. Se
redujo el pH de la mezcla de reaccién hasta 7. Se afadié otra solucién de 48 ml de NaOH 2 N y se continud
agitando hasta que se dejaron de observar materiales oleaginosos en la mezcla de reaccion. Una vez enfriada la
mezcla hasta la temperatura ambiente, se ajusté el pH hasta un pH 3 con HCI concentrado. Se enfri6 y el producto
[8] precipit6. Se recogié compuesto de oxicloruro [8] y se lavd con agua hasta que la solucion de lavado se volvid
neutra. El rendimiento fue del aproximadamente 55 %.

A un matraz de tres bocas dotado de un condensador, un termdémetro y un aparato de Dean Stark, se anadieron
20 ml de tolueno, 52 ml de alcohol bencilico y 2,44 g de NaOH sélido. Se calentd la mezcla resultante a reflujo hasta
que se sec0. Después, se ariadieron 3 g de Compuesto [8] y se continu6 a reflujo durante 3 horas. Una vez enfriada
la mezcla de reaccién hasta la temperatura ambiente, se anadieron 50 ml de agua. Se lavo la fase organica dos
veces con agua (50 ml cada vez). Se combinaron las fases acuosas, y se eliminaron los residuos de tolueno y
alcohol bencilico a presidn reducida. Se ajusto la solucién hasta un pH 3 con HCI concentrado, se enfrié y se formoé
un precipitado que se recogi6. Se recristalizé en etanol, produciendo el compuesto [9] con un rendimiento del
aproximadamente 60 %.

Tras calentar una mezcla de 20 ml de benceno, 20 ml de agua y 0,5 g de bromuro de tetrabutilamonio hasta 55 °C,
se afadieron la solucion A (2 g de [9] en 20 ml de solucién acuosa de NaOH 1 N) y soluciéon B (1,9 g de 4-
bromobutirato de etilo en 20 ml de benceno) a la mezcla alternativamente en gotas. El pH de la mezcla de reaccién
se controld entre un pH 8-10. Una vez completada la adicién, se someti6 la mezcla de reaccién a reflujo durante dos
horas y media. Se separo6 la fase organica, se lavé con NaOH al 5 % y agua, y se secd con MgSQs. Se eliminé el
disolvente organico a presién reducida. Se purifico el residuo en una columna de gel de silice (se eluy6 con éter y
acetato de etilo, 10:1), dando el compuesto [10] en forma de un producto oleaginoso con un rendimiento del
aproximadamente 40 %.

Se agitdé bajo gas hidrégeno (103,425 kPa) una mezcla de 3 g de compuesto [10] y 0,3 g de Pd/C al 10 % en 50 ml
de metanol durante aproximadamente 24 horas. Se eliminé el catalizador mediante filtracion. Al filtrado que contenia
[10], se anadieron 2 g de NaOH y 50 ml de agua. Se agitd la mezcla resultante durante 8 horas a temperatura
ambiente. Se eliminé el metanol a presién reducida. Se ajustd la mezcla hasta un pH 3 con HCI concentrado. Tras
enfriar, se formo un precipitado y se recogié mediante filtracion. Se recristalizd el precipitado en etanol, produciendo
[12] con un rendimiento del aproximadamente 50 %.

Se agité una mezcla de 1 g de [12] seco, 0,74 g de NHS, 1,47 g de DCC en 50 ml de cloroformo durante una noche
(aproximadamente 24 horas) a temperatura ambiente. Se eliminé el disolvente a presién reducida y se purifico el
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residuo en una columna de gel de silice (eluyendo con acetato de etilo y metanol, 10:1), produciendo el compuesto
[13] con un rendimiento del aproximadamente 40 %.

Se agité una mezcla de 1 g de compuesto [13], 0,5 g de &cido 4-(aminometil)benzoico en 30 ml de DMF a
temperatura ambiente durante 8 horas. Se afadi6é una porcion de 150 ml de agua a la mezcla de reaccion. Se lavé la
mezcla resultante con 100 ml de acetato de etilo. Se dejé reposar la fase acuosa a 4 °C y se precipitd el producto
[14] lentamente de la solucién, se recogié mediante filtracion y se secd al vacio a temperatura ambiente en
presencia de P20Os, produciendo aproximadamente un 65 % de [14].

Ejemplo 3b
Esquema 3b. Preparacion de derivado de acido de 5-FU 3-substituido [6]

Tras calentar una mezcla de 20 ml de benceno, 20 ml de agua y 0,5 g de bromuro de tetrabutilamonio hasta 55 °C,
se afadieron simultdneamente a la mezcla una solucién A (2 g de [9] en 20 ml de solucién acuosa de NaOH 1 N) y
una solucién B (2,05 g de 4-bromobutirato de etilo en 20 ml de benceno). El pH de la mezcla de reaccion se controld
entre un pH 8-10. Una vez completada la adicion, se sometié la mezcla de reaccién a reflujo durante dos horas y
media. Se separo la fase organica, se lavo con NaOH al 5 % y agua, y se secé con MgSOa. Se eliminé el disolvente
organico a presién reducida. Se purificé el residuo en una columna de gel de silice (se eluy6 con éter y acetato de
etilo, 10:1), dando el compuesto [15] en forma de un producto oleaginoso con un rendimiento del aproximadamente
38 %.

Se agité bajo gas de hidrégeno (103,425 kPa) una mezcla de 2 g de compuesto [15] y 0,2 g de Pd/C al 10 % en
60 ml de metanol durante aproximadamente 24 horas. Se eliminé el catalizador mediante filtracion. Se concentré el
filtrado que contenia el compuesto [16] hasta aproximadamente 20 ml a los que se afadieron 1 g de NaOH y 20 ml
de agua. Se agitdé la mezcla resultante durante 8 horas a temperatura ambiente. Se elimin6é el metanol a presion
reducida y se ajusté la mezcla hasta un pH 3 con HCI concentrado. Tras enfriar, se formé un precipitado y se recogio
mediante filtracion. Se recristalizé el precipitado en etanol, produciendo [6] con un rendimiento del aproximadamente
60 %.

Ejemplo 4

Procedimiento general para la preparacion de ésteres activados de NHS a partir de los correspondientes
acidos [3, 5, 12, 14, 6]

A una soluciéon agitada de NHS (1,39 mmol) en 20 ml de CH2Cl» seco, se afiadieron el acido (0,695 mmol) de [3, 5,
12, 14 0 6] y EDC (2,085 mmol). Se agit6 la solucion durante 18 horas a temperatura ambiente bajo una atmoésfera
de nitrégeno. Se detuvo la reaccion mediante la adicién de 3 ml de acido clorhidrico (0,3 N) y se agit6 durante 5
minutos mas. Se separd la capa organica, se seco (NaxSO,), se filtro y se evaporé (al vacio), produciendo un soélido
blanco.

Ejemplo 5
Preparacion de inmunogeno de 5-FU 1-sustituido y KLH

A 5,86 ml de KLH (31,2 mg/ml) en tampon fosfato 50 mM (50 mM, pH 7,5), se afadieron 0,692 ml de compuesto [4]
(12,8 mg/ml en DMSO), que se prepard en el Ejemplo 1, en gotas y se ajust6é el pH hasta 8,5. Se dej6 agitar la
mezcla durante 18 horas a temperatura ambiente. A continuacion, se purifico este conjugado inmunogénico
mediante dialisis y se caracteriz6 segun procedimientos descritos anteriormente (Wu et. al., Bioconj. Chem., 8: pag.
385-390, 1997, Li et al., Bioconj. Chem., 8: pag. 896-905, 1997, Salamone et al., J. Forensic Sci. pag. 821-826,
1998).

Ejemplo 6a
Preparacion de inmunogeno de 5-FU 3-sustituido y TGB

A 11,4 ml de TGB (16,9 mg/ml) en tampén fosfato 50 mM (50 mM, pH 7,5), se afadieron 1,2 ml de DMSO en gotas y
se comprobo que el pH era de 7,5. Se anadieron a esto 0,277 ml de compuesto [13] (52,5 mg/ml en DMSO) en
gotas, que se prepar6 en el Ejemplo 3a y se comprob6 de nuevo que el pH era de 7,5. Se dejé agitar la mezcla
durante 18 horas a temperatura ambiente. A continuacién, se purifico el conjugado inmunogénico mediante dialisis y
se caracteriz6 segun procedimientos descritos anteriormente (Wu et. al., Bioconj. Chem., 8: pag. 385-390, 1997, Li
et al., Bioconj. Chem., 8: pag. 896-905, 1997, Salamone et al., J. Forensic Sci. pag. 821-826, 1998).
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Ejemplo 6b
Preparacion de inmunogeno de 5-FU 3-sustituido y KLH

A 8,3 ml de KLH (24,9 mg/ml) en tampédn fosfato 50 mM (50 mM, pH 7,5), se afadieron 0,922 ml de DMSO en gotas
y se comprobé que el pH era de 7,5. Se anadieron a esto 0,277 ml de compuesto [13] (52,6 mg/ml en DMSO) en
gotas, que se prepar6 en el Ejemplo 3a y se comprob6 de nuevo que el pH era de 7,5. Se dejé agitar la mezcla
durante 18 horas a temperatura ambiente. A continuacién, se purificé el conjugado inmunogénico mediante dialisis y
se caracterizé segun procedimientos descritos anteriormente (Wu et. al., Bioconj. Chem., 8: pag. 385-390, 1997, Li
et al., Bioconj. Chem., 8: pag. 10 896-905, 1997, Salamone et al., J. Forensic Sci. pag. 821-826, 1998).

Ejemplo 7a
Preparacion de conjugado de 5-FU 3-sustituido y ASB (proporcion 10:1) con derivado 12

A 1 ml de solucién de ASB (50 mg/ml) en tampén de fosfato 50 mM (50 mM, pH 7,5), se afadieron 0,111 ml de
DMSO en gotas. Se afadi6 el éster de N-hidroxisuccinimida activada del compuesto [12] preparado como en el
ejemplo 4 (0,045 ml de un 52,5 mg/ml en solucién de DMSQO) en gotas. Se dej6 agitando la mezcla durante una
noche a temperatura ambiente para producir el conjugado de 5-FU 3-sustituido y ASB. Se purific6 este conjugado
mediante didlisis y se caracteriz6 segun procedimientos descritos anteriormente (Wu et al., Bioconj. Chem., 8: pag.
385-390, 1997, Li et al., Bioconj. Chem., 8: pag. 896-905, 1997, Salamone et al., J. Forensic Sci. pag. 821-826,
1998).

Ejemplo 7b
Preparacion de conjugado de 5-FU 3-sustituido y ASB (proporcion 1:1) con derivado 6

A 20,0 ml de ASB (50,0 mg/ml) en tampén fosfato 50 mM (50 mM, pH 7,5), se afadieron 2,222 ml de DMSO en
gotas y se comprob6 que el pH era de 7,5. Se anadieron a esto 0,272 ml de éster de N-hidroxisuccinimida activada
del compuesto [6] (20,0 mg/ml en DMSO) en gotas, que se preparé en el Ejemplo 4 y se comprobd de nuevo que el
pH era de 7,5. Se dej6 agitar la mezcla durante 18 horas a temperatura ambiente. A continuacion, se purificd el
conjugado inmunogénico mediante dialisis y se caracterizé segun procedimientos descritos anteriormente (Wu et.
al., Bioconj. Chem., 8: pag. 385-390, 1997, Li et al., Bioconj. Chem., 8: pag. 896-905, 1997; Salamone et al., J.
Forensic Sci. pag. 821-826, 1998).

Ejemplo 8
Preparacion de conjugado de 5-FU 1-sustituido y ASB (proporcion 20:1) con derivado 5

A una solucion de 14 ml de ASB (50 mg/ml) en tampédn fosfato 50 mM (50 mM, pH 7,5) en un bafo de hielo, se
anadieron 14 ml de DMSO en gotas. Se anadio el éster de N-hidroxisuccinimida del compuesto [5] preparado como
en el ejemplo 4 (1,65 ml de una 57 mg/ml en solucién de DMSO) en gotas. Se dej6 agitar la mezcla durante una
noche a temperatura ambiente para producir el conjugado de 5-FU 1-sustituido y ASB. Luego se purificé este
conjugado mediante didlisis y se caracteriz6 segun procedimientos descritos anteriormente (Wu et. al., Bioconj.
Chem., 8: pag. 385-390,1997, Li et al., Bioconj. Chem., 8: pag. 896-905, 1997; Salamone et al., J. Forensic Sci. pag.
821-826, 998).

Ejemplo 9
Preparacion de anticuerpos contra el 5-FU

Se inmunizaron diez ratones BALB/c hembra i.p. con 100 ug/ratén de 5-FU-KLH preparado en el ejemplo 5 o con 5-
FU-TGB preparado en el Ejemplo 6a, emulsionados en adyuvante completo de Freund. Los ratones recibieron una
dosis de refuerzo una vez cuatro semanas después de la inyeccion inicial de 100 upg/ratén de los mismos
inmundgenos emulsionados en adyuvante incompleto de Freund. Diez dias después del refuerzo, se obtuvieron
muestras de sangre de cada ratén mediante sangria orbital. El antisuero de estas muestras de sangre contenia
anticuerpos contra 5-FU evaluados en los ejemplos 12a, 13 y 14. Para los anticuerpos monoclonales, se
inmunizaron diez ratones BALB/c hembras i.p. con 100 pg/ratén de 5-FU 3-sustituido-KLH preparado en el ejemplo
6b, emulsionado en adyuvante completo de Freund. Los ratones recibieron una dosis de refuerzo una vez cuatro
semanas después de la inyeccion inicial de 100 pg/raton de los mismos inmundgenos emulsionados en adyuvante
incompleto de Freund. Diez dias después del refuerzo, se obtuvieron muestras de sangre de cada ratén mediante
sangria orbital y se rastrearon como en los ejemplos 12a y 15. Para producir anticuerpos monoclonales comenzando
cuatro dias antes de la fusién (dia 0), se inyectaron a los ratones i.p. 400 ug (dia 3), 200 pg (dia 2) y 200 ug (dia 1)
de inmundgeno de 5-FU 3-sustituido-KLH en PBS en tres dias sucesivos. Se aislaron células de bazo de los ratones
seleccionados y se fusionaron con 2 x 107 células SP2/0 con polietilenglicol 1500 al 50 % segun el procedimiento de
Coligan, J. E. et al., eds., “Current Protocols in Immunology”, 2.5.1-2.5.8, (1992), Wiley & Sons, NY. Se sembraron
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las células fusionadas en diez placas de 96 pocillos en DMEM/F12 complementado con FetalClone | al 20 %, L—
glutamina al 2 % (100 mM) y 50 x HAT al 2 %. Dos semanas después, se analiz6 la presencia de anticuerpos contra
5-FU mediante ELISA (ejemplo 12b) del sobrenadante de hibridoma. Se expandieron los pocillos positivos y se
volvieron a rastrear mediante el mismo procedimiento. Se confirm6 la unién a 5-FU de los clones positivos mediante
ELISA competitivo (ejemplos 12a y 15). Se subclonaron una vez o dos veces los clones positivos segun el ELISA
mediante dilucion limitante segun el procedimiento revelado en Coligan, J. E. et al., eds., “Current Protocols in
Immunology”, 2.5.8-2.5.17, Wiley & Sons, NY.

Ejemplo 10
Procedimiento de sensibilizacion de placas de microtitulacion con conjugado de derivado 5 de 5-FU-ASB

Se realiz6 el procedimiento de ELISA para medir las concentraciones de 5-FU en placas de microtitulacion de
poliestireno (Inmunomddulos C8 o F8 MaxiSorp de Nunc) optimizadas en cuanto a la unién de proteinas y que
contenian 96 pocillos por placa. Se revistié cada pocillo con conjugado de 5-FU-ASB (preparado como en el ejemplo
8) anadiendo 300 pl de conjugado de 5-FU-ASB a 10 ug/ml en bicarbonato de sodio 0,05 M, pH = 9,6, e incubando
durante tres horas a temperatura ambiente. Se lavaron los pocillos con bicarbonato de sodio 0,05 M, pH 9,6, y luego
se bloquearon con 400 pl de sacarosa al 5 %, soluciéon de caseinato de sodio al 0,2 % durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Tras eliminar la solucién de post-revestimiento, se secaron las placas a 37 °C durante una
noche.

Ejemplo 11a
Procedimiento de sensibilizacion de placas de microtitulacion con conjugado de derivado 12 de 5-FU-ASB

Se realiz6 el procedimiento de ELISA para medir las concentraciones de 5-FU en placas de microtitulacion de
poliestireno (Inmunomddulos C8 o F8 MaxiSorp de Nunc) optimizadas en cuanto a la unién de proteinas y que
contenian 96 pocillos por placa. Se revistié cada pocillo con conjugado de 5-FU-ASB (preparado como en el ejemplo
7a) anadiendo 300 pl de conjugado de 5-FU-ASB a 10 ug/ml en bicarbonato de sodio 0,05 M, pH = 9,6, e incubando
durante tres horas a temperatura ambiente. Se lavaron los pocillos con bicarbonato de sodio 0,05 M, pH 9,6, y luego
se bloquearon con 400 pl de sacarosa al 5 %, solucién de caseinato de sodio al 0,2 % durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Tras eliminar soluciéon de post-revestimiento, se secaron las placas a 37 °C durante una
noche.

Ejemplo 11b
Procedimiento de sensibilizacion de placas de microtitulacion con conjugado de derivado 6 de 5-FU-ASB

Se realiz6 el procedimiento de ELISA para medir las concentraciones de 5-FU en placas de microtitulacion de
poliestireno (Inmunomédulos C8 o F8 MaxiSorp de Nunc) optimizadas en cuanto a la unién de proteinas y que
contenian 96 pocillos por placa. Se revistié cada pocillo con conjugado de 5-FU-ASB (preparado como en el ejemplo
7b) anadiendo 300 pl de conjugado de 5-FU-ASB a 10 ug/ml en bicarbonato de sodio 0,05 M, pH = 9,6, e incubando
durante tres horas a temperatura ambiente. Se lavaron los pocillos con bicarbonato de sodio 0,05 M, pH 9,6, y luego
se bloquearon con 375 pl de sacarosa al 5 %, solucién de caseinato de sodio al 0,2 % durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Tras eliminar solucion de post-revestimiento, se secaron las placas a 37 °C durante una
noche.

Ejemplo 12a
Procedimiento de rastreo de anticuerpos - Titulo

Se realizé el procedimiento de ELISA para rastrear anticuerpos contra el 5-FU (producidos en el ejemplo 9) con las
placas de microtitulacion que se habian sensibilizado con 5-FU-ASB segun lo descrito en los ejemplos 7a, 7b y 8. El
andlisis de rastreo de los anticuerpos se realizé diluyendo los antisueros que contenian anticuerpos contra el 5-FU
hasta 1:100; 1:1.000; 1:10.000 y 1:100.000 en solucién salina tamponada con fosfato que contenia ASB al 0,1 % y
timerosal al 0,01 %. Se afadieron a cada uno de los pocillos sensibilizados con 5-FU-ASB (preparados en los
ejemplos 11a, 11b y 10) 100 ul de anticuerpo diluido y se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente con
agitacion. Durante esta incubacién, el anticuerpo se une con el conjugado de 5-FU en el pocillo. Se lavaron los
pocillos de las placas tres veces con TRIS 0,02 M, NaCl al 0,9 %, Tween-80 al 0,5 % y timerosal al 0,001 %, pH 7,8,
para eliminar cualquier anticuerpo sin unir. Para detectar la cantidad de anticuerpo contra 5-FU unido al conjugado
de 5-FU-ASB en los pocillos, se afiadieron a cada pocillo 100 pl de conjugado de anticuerpo antimurino de cabra-
enzima HRP (Jackson Immunoresearch) diluido 1/2.000 en PBS con ASB al 0,1 %, ANS al 0,05 %, timerosal al
0,01 %, capaz de unirse especificamente a inmunoglobulinas murinas y producir un producto coloreado al incubar
con un sustrato. Tras una incubacion de 10 minutos a temperatura ambiente con agitacion, durante la cual el
conjugado de anticuerpo de cabra antimurino-enzima HRP se une a los anticuerpos contra el 5-FU en los pocillos, se
volvieron a lavar las placas tres veces para eliminar el conjugado de anticuerpo de cabra anti-murino-enzima HRP
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sin unir. Para desarrollar un color medible en los pocillos, el lavado fue seguido de la adiciéon de 100 ul de TMB
(sustrato liquido de TMB, Sigma o BioFx), un sustrato para la HRP, hasta desarrollar un color durante una
incubacién de 10 minutos con agitacién a temperatura ambiente. Tras la incubacion para el desarrollo del color, se
anadieron 50 ul de solucién de detencion (fluoruro de sodio al 1,5 % en H>O di.) a cada pocillo hasta detener la
coloracién y, tras 10 segundos de agitacion, se determind la absorbancia a 650 nm (lector de placas de Molecular
Devices). La cantidad de anticuerpo en un pocillo fue proporcional a la absorbancia medida y se expres6é como la
dilucién (titulo) resultante en una absorbancia de 1,5. Los titulos se determinaron representando el Log de la dilucion
del anticuerpo medido (eje X) frente a la absorbancia a 650 nm (eje Y) y extrapolando el titulo a una absorbancia de
1,5. El titulo determind la concentracion (dilucion) del anticuerpo usada en el analisis competitivo indirecto de las
placas de microtitulacion descrito en los ejemplos 13, 14y 15.

Ejemplo 12b
Procedimiento de rastreo de anticuerpos - Rastreo monoclonal

Se realizé el procedimiento de ELISA para rastrear anticuerpos contra el 5-FU (producidos en el ejemplo 9) con las
placas de microtitulacién que se habian sensibilizado con 5-FU-ASB segun lo descrito en los ejemplo 7b. Se
afadieron a cada uno de los pocillos sensibilizados con 5-FU-ASB (preparados en el ejemplo 11b) 50 ul de solucién
salina tamponada con fosfato que contenia ASB al 0,1 % y timerosal al 0,01 %, y luego se afnadieron 50 pl de
sobrenadante de cultivo monoclonal y se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente con agitacion.
Durante esta incubacién, el anticuerpo se une con el conjugado de 5-FU en el pocillo. Se lavaron los pocillos de las
placas tres veces con TRIS 0,02 M, NaCl al 0,9 %, Tween-80 al 0,5 % y timerosal al 0,001 %, pH 7,8, para eliminar
cualquier anticuerpo sin unir. Para detectar la cantidad de anticuerpo contra 5-FU unido al conjugado de 5-FU-ASB
en los pocillos, se afadieron a cada pocillo 100 pl de conjugado de anticuerpo antimurino de cabra-enzima HRP
(Jackson Immunoresearch) diluido hasta una actividad especifica predeterminada (aproximadamente 1/2.000) en
PBS con ASB al 0,1 %, ANS al 0,05 %, timerosal al 0,01 %, capaz de unirse especificamente con inmunoglobulinas
murinas y producir un producto coloreado cuando al incubar con un sustrato. Tras una incubacién de 10 minutos a
temperatura ambiente con agitacion, durante la cual el conjugado de anticuerpo de cabra antimurino-enzima HRP se
une a los anticuerpos contra el 5-FU en los pocillos, se volvieron a lavar las placas tres veces para eliminar el
conjugado de anticuerpo de cabra anti-murino-enzima HRP sin unir. Para desarrollar un color medible en los
pocillos, el lavado fue seguido de la adicion de 100 pl de TMB (sustrato liquido de TMB, Sigma o BioFx), un sustrato
para la HRP, hasta desarrollar un color durante una incubacién de 10 minutos con agitacién a temperatura ambiente.
Tras la incubacién para el desarrollo del color, se afadieron 50 pl de soluciéon de detencion (fluoruro de sodio al
1,5 % en HxO di.) a cada pocillo hasta detener la coloraciéon y, tras 10 segundos de agitacion, se determiné la
absorbancia a 650 nm (lector de placas de Molecular Devices). La cantidad de anticuerpo en un pocillo fue
proporcional a la absorbancia medida. Las muestras con una absorbancia de mas de dos veces el fondo fueron
designadas positivas.

Ejemplo 13

Procedimiento de inmunoanalisis competitivo indirecto de placas de microtitulacion que determina la CI50 y
la reactividad cruzada para los anticuerpos contra el conjugado de derivado 4 de 5-FU

Se realiz6 el procedimiento de ELISA para medir las concentraciones de 5-FU con las placas de microtitulacion que
se habian sensibilizado con 5-FU-ASB descritas en el ejemplo 7a. Se diluyeron 5-FU, uracilo, timina, citosina y
tegafur diez veces en PBS en un intervalo de concentraciones de 0,01 a 10.000 ng/ml. El andlisis se realizé
incubando 50 pl de los analitos que se iban a medir con 50 pl de anticuerpo (producido en el ejemplo 9 con
inmunoégeno del ejemplo 5) diluidos hasta un titulo determinado en el ejemplo 12a. Durante la incubacién de 10
minutos (T.A., con agitacién) hay una competicion de la unién del anticuerpo por el conjugado de 5-FU en el pocillo y
el analito de la disolucion. Tras esta incubacion, se lavaron los pocillos de las placas tres veces con TRIS 0,02 M,
NaCl al 0,9 %, Tween-80 al 0,5 % y timerosal al 0,001 %, pH 7,8, para eliminar cualquier material que no se hubiera
unido. Para detectar la cantidad de anticuerpo contra 5-FU unido al conjugado de 5-FU-ASB en los pocillos, se
afadieron a cada pocillo 100 pl de conjugado de anticuerpo antimurino de cabra-enzima HRP (Jackson
Immunoresearch) diluido 1/2.000 en PBS con ASB al 0,1 %, ANS al 0,05 %, timerosal al 0,01 %, capaz de unirse
especificamente con inmunoglobulinas murinas y producir un producto coloreado al incubar con un sustrato. Tras
una incubacion de 10 minutos a temperatura ambiente con agitacién, durante la cual el conjugado de anticuerpo de
cabra antimurino-enzima HRP se une a los anticuerpos contra el 5-FU en los pocillos, se volvieron a lavar las placas
tres veces para eliminar el conjugado secundario no unido. Para desarrollar un color medible en los pocillos, el
lavado fue seguido de la adiciéon de 100 ul de TMB (sustrato liquido de TMB, Sigma o BioFx), un sustrato para la
HRP, hasta desarrollar un color durante una incubacién de 10 minutos con agitacion a temperatura ambiente. Tras la
incubacién para el desarrollo del color, se anadieron 50 ul de solucién de detencién (fluoruro de sodio al 1,5 % en
H>O di.) a cada pocillo hasta detener la coloracién y, tras 10 segundos de agitacion, se determiné la absorbancia a
650 nm (lector de placas de Molecular Devices). La cantidad de anticuerpo en un pocillo fue proporcional a la
absorbancia medida e inversamente proporcional a la cantidad de 5-FU de la muestra. Se comparé la absorbancia
del color en los pocillos que contenian analito con la de los que no tenian analito y se gener6 una curva estandar. El
valor de la Clso para un analito dado fue definido como la concentracion de analito que es necesaria para inhibir el
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50 % de la absorbancia para los pocillos que no contienen analito. Se calculd la reactividad cruzada de un analito
dado como la proporcién entre la Clsp para el 5-FU y la Clso para el uracilo, la timina, la citosina y el tegafur
expresadas como un porcentaje. Cuando se midié con un anticuerpo como el producido en el ejemplo 9 con
inmundgeno del ejemplo 5, el porcentaje de reactividades cruzadas relativas al 5-FU para el uracilo, la timina y la
citosina resultaron ser menores del 7 % y del 200 % para el tegafur. En la tabla I, figuran los resultados.

Ejemplo 14

Procedimiento de inmunoanalisis competitivo indirecto de placas de microtitulacion que determina la CI50 y
la reactividad cruzada para los anticuerpos contra el conjugado de derivado 13 de 5-FU

Se realizé el procedimiento ELISA para medir las concentraciones de 5-FU con las placas de microtitulacion que se
habian sensibilizado con 5-FU-ASB descritas en el ejemplo 8. Se diluyeron 5-FU, uracilo, timina, citosina y tegafur
diez veces en PBS en un intervalo de concentraciones de 0,01 a 10.000 ng/ml. El analisis se realizé incubando 50 pl
de los analitos que se iban a medir con 50 ul de anticuerpo (producido en el ejemplo 9) diluidos hasta un titulo
determinado en el ejemplo 12a. Durante la incubaciéon de 10 minutos (T.A., con agitaciéon) hay una competicion de la
union del anticuerpo por el conjugado de 5-FU en el pocillo y el analito de la solucién. Tras esta incubacion, se
lavaron los pocillos de la placa tres veces con TRIS 0,02 M, NaCl al 0,9 %, Tween-80 al 0,5 % y timerosal al
0,001 %, pH 7,8, para eliminar cualquier material que no se hubiera unido. Para detectar la cantidad de anticuerpo
contra 5-FU unido al conjugado de 5-FU-ASB en los pocillos, se afiadieron a cada pocillo 100 pl de conjugado de
anticuerpo antimurino de cabra-enzima HRP (Jackson Immunoresearch) diluido 1/2.000 en PBS con ASB al 0,1 %,
ANS al 0,05 %, timerosal al 0,01 %, capaz de unirse especificamente con inmunoglobulinas murinas y producir un
producto coloreado cuando al incubar con un sustrato. Tras una incubacion de 10 minutos a temperatura ambiente
con agitacién, durante la cual el conjugado de anticuerpo de cabra antimurino-enzima HRP se une a los anticuerpos
contra el 5-FU en los pocillos, se volvieron a lavar las placas tres veces para eliminar el conjugado secundario no
unido. Para desarrollar un color medible en los pocillos, el lavado fue seguido de la adicion de 100 pl de TMB
(sustrato liquido de TMB, Sigma o BioFx), un sustrato para la HRP, hasta desarrollar un color durante una
incubacién de 10 minutos con agitacién a temperatura ambiente. Tras la incubacion para el desarrollo del color, se
afnadieron 50 ul de solucién de detencion (fluoruro de sodio al 1,5 % en H>O di.) a cada pocillo hasta detener la
coloracién y, tras 10 segundos de agitacion, se determind la absorbancia a 650 nm (lector de placas de Molecular
Devices). La cantidad de anticuerpo en un pocillo fue proporcional a la absorbancia medida e inversamente
proporcional a la cantidad de 5-FU de la muestra. Se comparé la absorbancia del color en los pocillos que contenian
analito con la de los que no tenian analito y se generé una curva estandar. El valor de la Clso para un analito dado
fue definido como la concentracion de analito que es necesaria para inhibir el 50 % de la absorbancia para los
pocillos que no contienen analito. Se calculé la reactividad cruzada de un analito dado como la proporcion entre la
Clso para el 5-FU y la Clsg para el uracilo, la timina, la citosina y el tegafur expresadas como un porcentaje. Cuando
se midi6 con un anticuerpo como el producido en el ejemplo 9 con inmundgeno del ejemplo 6a, el porcentaje de
reactividades cruzadas relativas al 5-FU para el uracilo fue menor del 8 %, para la citosina, menor del 0,03 %, menor
del 1 % para el tegafur y del aproximadamente 12 % para la timina. En la tabla |, figuran los resultados.

Ejemplo 15

Procedimiento de inmunoanalisis competitivo indirecto de placas de microtitulacion que determina la CI50 y
la reactividad cruzada para los anticuerpos contra el conjugado de derivado 13 de 5-FU

Se realiz6 el procedimiento de ELISA para medir las concentraciones de 5-FU con las placas de microtitulacion que
se habian sensibilizado con 5-FU-ASB descritas en el ejemplo 7b. Se diluyeron 5-FU, uracilo, timina, citosina y
tegafur diez veces en PBS en un intervalo de concentraciones de 0,1 a 1.000.000 ng/ml dependiendo de la muestra.
El andlisis se realiz6 incubando 50 pl de los analitos que se iban a medir con 50 pl de anticuerpo (producido en el
ejemplo 9) diluidos hasta un titulo determinado en el ejemplo 12a. Durante la incubacion de 10 minutos (T.A., con
agitacion) hay una competicion de la unién del anticuerpo por el conjugado de 5-FU en el pocillo y el analito de la
solucién. Tras esta incubacion, se lavaron los pocillos de la placa tres veces con TRIS 0,02 M, NaCl al 0,9 %,
Tween-80 al 0,5 % y timerosal al 0,001 %, pH 7,8, para eliminar cualquier material que no se hubiera unido. Para
detectar la cantidad de anticuerpo contra 5-FU unido al conjugado de 5-FU-ASB en los pocillos, se afiadieron a cada
pocillo 100 ul de conjugado de anticuerpo antimurino de cabra-enzima HRP (Jackson Immunoresearch) diluido hasta
una actividad especifica predeterminada (aproximadamente 1/2.000) en PBS con ASB al 0,1 %, ANS al 0,05 %,
timerosal al 0,01 %, capaz de unirse especificamente con inmunoglobulinas murinas y producir un producto
coloreado al incubar con un sustrato. Tras una incubacion de 10 minutos a temperatura ambiente con agitacién,
durante la cual el conjugado de anticuerpo de cabra antimurino-enzima HRP se une a los anticuerpos contra el 5-FU
en los pocillos, se volvieron a lavar las placas tres veces para eliminar el conjugado secundario no unido. Para
desarrollar un color medible en los pocillos, el lavado fue seguido de la adicién de 100 pl de TMB (sustrato liquido de
TMB, Sigma o BioFx), un sustrato para la HRP, hasta desarrollar un color durante una incubacién de 10 minutos con
agitacion a temperatura ambiente. Tras la incubacién para el desarrollo del color, se afiadieron 50 pl de solucién de
detencién (fluoruro de sodio al 1,5 % en H»O di.) a cada pocillo hasta detener la coloracién y, tras 10 segundos de
agitacién, se determiné la absorbancia a 650 nm (lector de placas de Molecular Devices). La cantidad de anticuerpo
en un pocillo fue proporcional a la absorbancia medida e inversamente proporcional a la cantidad de 5-FU de la
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muestra. Se comparé la absorbancia del color en los pocillos que contenian analito con la de los que no tenian
analito y se generd una curva estandar. El valor de la Clso para un analito dado fue definido como la concentracion
de analito que es necesaria para inhibir el 50 % de la absorbancia para los pocillos que no contienen analito. Se
calculd la reactividad cruzada de un analito dado como la proporcion entre la Clso para el 5-FU y la Clso para el
uracilo, la timina, la citosina y el tegafur expresadas como un porcentaje. Cuando se midid con un anticuerpo
monoclonal como el producido en el ejemplo 9 con inmundgeno del ejemplo 6b, el porcentaje de reactividades
cruzadas relativas al 5-FU para el uracilo fue menor del 8 %, menor del 0,01 % para la citosina, del
aproximadamente 1 % para el tegafur y menor del 4 % para la timina. En la tabla Il, figuran los resultados.

Tabla 1: Reactividad cruzada de inmunoanalisis de 5-fluorouracilo con compuestos relacionados usando anticuerpos

policlonales
Sistemas de inmunoanalisis Reactividad cruzada
Conjugado de
Inmunégeno revestimiento de |5-Fluorouracilo| Uracilo Timina Citosina Tegafur
placas
Inmundégeno de |Conjugado de ASB 3- 100,0 % 4,0 % 6,7 % <0,1% 200,0 %
KLH 1-sustituido |sustituido (proporcion
(Esquema 1, de 10:1) (Esquema
Comp. 4, Ejemplo 3a, Comp. 12,
5) Ejemplo 7a)
Compuesto 1I-B Compuesto II-A
Inmunoégeno de  |Conjugado de ASB 1- 100,0 % 7.5 % 12,0 % <0,3% 0,5 %
TGB 3-sustituido |sustituido (proporcién
(Esquema 3a, de 20:1) Comp. 5,
Comp. 12, Ejemplo Ejemplo 8)
6a) Compuesto II-B
Compuesto II-A

Tabla 2: Reactividad cruzada de inmunoanalisis de 5-fluorouracilo usando un anticuerpo monoclonal frente a KLH 3-
sustituida (Ejemplo 6b) con conjugado de compuesto de 5-FU 3-sustituido-ASB de revestimiento de placas (ejemplo

7b)
Sistemas de inmunoanalisis Reactividad cruzada
Conjugado de
Inmunégeno |revestimiento | 5-Fluorouracilo Uracilo Timina Citosina Tegafur
de placas
Inmunégeno de | Conjugado de 100,0 % 7,3 % 3,2% < 0,01 % 1,0 %

KLH 3-sustituido ASB 3-
(Esquema 3a, sustituido
Comp. 12, (Esquema 3b,
Ejemplo 6b) Comp. 6,
Compuesto II-A | Ejemplo 7b)

Compuesto II-A

Los resultados de estas tablas demuestran la importancia de formar el inmundgeno a partir del compuesto de
férmula II-A y el reactivo a partir del compuesto de férmula 1I-A o |I-B. A partir de estos resultados, se puede ver que
es cuando se forma el inmundgeno a partir del compuesto de férmula II-A, en lugar de a partir de 1I-B, que se
produce un anticuerpo que no reacciona de forma cruzada con el tegafur. Es a través del anticuerpo proporcionado a
partir del inmundgeno del compuesto de férmula 1l-A y el vehiculo reactivo proporcionado a partir del compuesto de
II-A o II-B, que se produce un inmunoanalisis preciso para el 5-FU con el fin de hacer un seguimiento de los
pacientes que estan siendo tratados con el 5-FU.
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REIVINDICACIONES

1. Un conjugado de un vehiculo con un compuesto de férmula:

0
Ha
x—{\r}p—c.\‘\ F
N
© N II-A

en la que Y es un grupo espaciador organico;

X es un grupo funcional terminal capaz de unirse al vehiculo;y

p es un numero enterode 0 a 1.
2. Un conjugado de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que p es 0.
3. Un conjugado de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que p es 1.

4. Un conjugado de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que Y es alquileno que contiene de 1 a 10 atomos de
carbono,

'(CH2)m‘ﬁ“NH’(CH2)n_©+-(CH2)O'- “NH-(CHa)m-
0

@(CHZ)O-

en los que ny o son nimeros enteros 0 a 6, y m es un nimero entero de 1 a 6.

5. Un conjugado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que X es

—C—OR; | —N==C=—Rs o —CH

u I

o

en el que Rs3 es hidrégeno o, tomado junto con su atomo de oxigeno unido, forma un éster reactivo, y R4 es oxigeno
o azufre.

6. Un conjugado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que X es

—GC—O0Ry

8]
y Rs es hidrogeno.

7. Un conjugado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que X es
——C—0R3

y Rs forma un éster reactivo.

8. Un conjugado de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que el éster formado es un alquiléster inferior, un
imidoéster o un amidoéster.

9. Un conjugado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el vehiculo contiene uno o
mas grupos amino ligados por
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-C- o -NH-C-
(] 1
0O R4

en el que R4 es oxigeno o azufre.

10. Un inmunégeno que contiene un vehiculo inmunogénico que contiene un polimero de poliamina ligado a un
compuesto de formula 1l-A como se ha definido en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.

11. Un inmunédgeno de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que el polimero inmunogénico contiene uno o mas
grupos amino ligados por

en el que R4 es oxigeno o azufre.

12. Un conjugado de un vehiculo con un compuesto de férmula II-B:

we—m—x  [I-B

en la que X, Y y p son como se han definido en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, y el vehiculo es una
particula sélida o un polimero inmunogénico que contiene uno o0 mas grupos amino ligados por

-C- o -NH-C-
|| |
0 Ry
en el que R4 es oxigeno o azufre.

13. Un inmunégeno que contiene un vehiculo inmunogénico que contiene un polimero de poliamina ligado a un
compuesto de formula 11-B:

se—m—x  [I-B
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en la que X, Y y p son como se han definido en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.

14. Un inmunédgeno de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que el polimero inmunogénico contiene uno o mas
grupos amino ligados por

0] © 4
en los que R4 es oxigeno o azufre.
15. Un compuesto de formula:
o
H,
x——\:\r}p—-—c\x F

|
° N II-A

en la que Y es alquileno que contiene de 1 a 10 atomos de carbono,

'(CH2)m‘ﬁ“NH’(CH2)n_©+-(CH2)O'- “NH-(CHa)m-
0

{}(CHZ)O-

en los que ny o son numeros enteros de 0 a 6, y m es un nimero entero de 1 a 6; X es un grupo funcional terminal
capaz de unirse al vehiculo;yp es 1.

16. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 15, en el que X es

—C—OR; , N—C——=R; o —CoH

g L!

en los que Rs es hidrégeno o, tomado junto con su atomo de oxigeno unido, forma un éster reactivo, y R4 es oxigeno
o azufre.

17. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 15 o la reivindicacion 16, en el que X es

——C—O0R;

)

y Rs es hidrégeno.
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18. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 17, en el que X es

——C—OR;

@)

y Rs forma un éster reactivo.

19. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 18, en el que el éster formado es un alquiléster inferior, un
imidoéster o un amidoéster.
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