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DESCRIPCION
Inmunoensayos para topiramato
Antecedentes de la invencion
1. Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a reactivos inmunodiagndsticos para topiramato y a protocolos. Mas
particularmente, la presente invencion se refiere a topiramato, analogos de topiramato, inmundgenos y antigenos
preparados a partir de analogos de topiramato, anticuerpos preparados a partir de inmundgenos basados en
topiramato y a procedimientos de fabricar y usar los mismos.

2. Tecnologia relacionada

El topiramato esta representado quimicamente como sulfamato de 2,3:4,5-bis-O-(1-metil-etiliden-B-D-fructopiranosa
o sulfamato de 2,3:4,5-di-O-isopropiliden-beta-D-fructopiranosa, que se muestra a continuacién. El topiramato es un
farmaco antiepiléptico (“FAE”) y no esta quimicamente relacionado con muchos FAE existentes. La FDA aprobd el
topiramato, que es el principio activo de TOPAMAX®, en 1996 para su uso como terapia adyuvante en el tratamiento
de adultos con convulsiones parciales con o sin generalizacion secundaria y también puede ser (til para el sindrome
de Lennox-Gastaut y los espasmos infantiles.

QNH,
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TOPIRAMATO

Es bien conocido que varios farmacos, tales como los FAE, pueden tener diferentes perfiles farmacocinéticos y/o
farmacodinamicos en poblaciones de pacientes diferentes, que tienen como resultado el control de farmacos
terapéuticos (“CFT”) de los FAE para que sean importantes vitalmente. Un objetivo de un programa de CFT es
optimizar el desenlace clinico de un paciente tratando y/u optimizando un régimen de medicamentos con la ayuda de
la determinacion de las concentraciones del farmaco a varios tiempos tras la administracién. De acuerdo con lo
anterior, la dosis y el régimen del farmaco se pueden modular para un solo paciente o poblacién de pacientes
baséandose en el CFT.

Varias caracteristicas del topiramato indican que existe la necesidad clinica de individualizar la terapia para
pacientes a través del uso de CFT. Se ha indicado que existen grandes variaciones entre individuos en la dosis
frente a las concentraciones en suero en los pacientes. Asimismo, la variabilidad farmacocinética desempefia un
papel importante en los requisitos de dosis de topiramato que son necesarias para alcanzar concentraciones séricas
Optimas.

Se ha indicado que un intervalo adecuado de concentraciones éptimas en suero para topiramato seria de 7 a 24
pumol/l en pacientes que reciben una dosis de topiramato de 125 a 400 mg ademas de otros FAE. Algunos pacientes
que reciben dosis considerablemente mas altas, que pueden ser de hasta 2.000 mg, tenian concentraciones
sistémicas de topiramato tan elevadas como de 80 umol/l. Se puede usar un CFT eficaz para predecir regimenes de
dosificacién que pueden obtener concentraciones de topiramato adecuadas dentro del indice terapéutico.

Adicionalmente, se han realizado estudios adicionales de escalada de la dosis con topiramato con la intencién de
proceder a la monoterapia cuando sea posible. De acuerdo con lo anterior, se obtuvieron las concentraciones
séricas valle del topiramato por la mafana y se relacionaron con el control de las convulsiones y los efectos
secundarios asociados. Los resultados indicaron una clara mejoria del control de las convulsiones con una
concentracién en suero de topiramato en el intervalo de 15 a 75 umol/l, pero se observé una reduccién en el control
de las convulsiones a concentraciones en suero superiores a 75 pumol/l. Asimismo, se produjo un incremento
significativo de los efectos secundarios con concentraciones en suero superiores a 60 umol/l. Por tanto, se ha
sugerido una posible concentracion en suero diana para topiramato de aproximadamente 15 a 60 pmol/l; no
obstante, la mayoria de los pacientes pueden tener concentraciones en suero en los limites bajo a medio con un
régimen de dosificacion adecuado

Se han descrito muchos procedimientos para determinar la concentracion sistémica del topiramato en un paciente.
Véase Berry DJ, et al. Ther Drug Monit; 22:460-4 (2000). Procedimientos de cromatografia de gases por capilaridad
han descrito la determinacion de topiramato en suero usando deteccidon de ionizacién por llama y deteccion
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especifica de nitrogeno. Véase Holland et al., J Chromatogr; 433:276-281 (1988), y Riffits et al., J Pharm Biomed
Anal; 19:363-371 (1999), Tang et al., Ther Drug Monitoring; 22:195-201 (2000). Adicionalmente, se ha demostrado
que los procedimientos para usar GLC o HPLC con EM miden las concentraciones de topiramato. Véase, Mozayani
A, et al. J Anal Toxicol; 23:556-558 (1999), Chen S, et al., J Chromatogr; 761: 133-7 (2001), y Christensen et al.,
Ther Drug Monitoring; 24:658-664 (2002). No obstante, dichos procedimientos son poco practicos para su uso
comercial debido a, por ejemplo, el largo tiempo de preparacion de la muestra, el largo tiempo de ensayo, los
elevados costes y los procedimientos laboriosos. Por tanto, se necesita un simple y rapido procedimiento analitico
para medir los niveles en plasma del topiramato para un CFT eficaz.

El topiramato se puede medir en plasma o suero usando un inmunoensayo FPIA (Seradyn, Inc.) disponible
comercialmente. Véase la patente de EE.UU. N° 5.952.187. Aunque el inmunoensayo FPI actual es sencillo y rapido,
el inmunoensayo esta limitado por la poca biodisponibilidad de los analogos de topiramato anteriores y la pobre
funcionalidad para el usuario.

Se han desarrollado técnicas de inmunoensayo para detectar varios farmacos en muestras biolégicas y son
adecuadas para dichas aplicaciones analiticas comerciales. De acuerdo con lo anterior, se pueden usar
inmunoensayos para determinar rapidamente la cantidad de un farmaco y/o un metabolito del farmaco en la sangre
de un paciente. Ejemplos de inmunoensayos pueden incluir, entre otros, inmunoensayo de microparticulas
homogéneas (por ejemplo, inmunoturbidimétrico) o sistemas de microesferas cuantitativos (“QMS®"),
inmunoensayos de polarizacién de fluorescencia ("FPIA"), inmunoensayo de enzima donante clonada (“CEDIA”),
inmunoensayo de microparticulas quimioluminiscentes (“CMIA”) y similares.

De acuerdo con lo anterior, seria ventajoso disponer de inmunoensayos configurados para detectar el topiramato en
la sangre, suero, plasma y/u otros fluidos o muestras biolégicas de un paciente. Adicionalmente, seria ventajoso
disponer de andlogos de topiramato para su uso en dichos inmunoensayos y/o inmunédgenos basados en analogos
de topiramato para su uso en la produccion de anticuerpos anti-topiramato.

El documento US5952187 divulga un analogo de topiramato derivado en el resto sulfamato o en el grupo metilo del
carbono 9 o del carbono 10.

Faivre-Chauvet et al, (1993) Nucl. Med .Biol. 20, 763-771 divulga un enlazador-inmunoconjugado para reducir la
actividad especifica.

Breve resumen de la invencion

En general, la presente invencién se refiere a ensayos inmunodiagndsticos para topiramato. Los analogos de
topiramato pueden incluir grupos operativos, tal como restos inmunogénicos que se pueden usar para preparar
anticuerpos anti-topiramato, restos antigénicos que se pueden usar en ensayos inmunodiagnésticos para topiramato
o restos trazadores que se pueden usar en ensayos inmunodiagnésticos. Adicionalmente, los andlogos de
topiramato se pueden usar en ensayos inmunodiagndsticos para competir con topiramato por anticuerpos anti-
topiramato.

De acuerdo con la presente invencion se proporciona un sistema para usar en un ensayo inmunodiagndstico para
detectar la presencia de topiramato en una muestra, el sistema comprende:

un anticuerpo anti-topiramato producido contra una composicion inmunogénica que incluye un inmunogeno
que tienen una estructura de férmula 1, en el que L-X-Y es NH(CH2)>2NHCO(CH.)sCO-Z, en el que Z es un
resto inmunogénico seleccionado de uno de BSA o KLH; y

O‘ L—X-Y
oS
><Oll,_ O O
o fo)
07k
Férmula 1
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Férmula 2

en las que:

L es uno del grupo NH(CH3)2NH, NHCO, NHCH:Ph, SO,, COOQ, o O;

X es al menos uno de un enlace entre L e Y, un grupo aromatico o un grupo alifatico; y

Y se selecciona del grupo que consiste en alifatico, alcohol, amina, amida, acido carboxilico, aldehido, éster,
éster activado, éster alifatico, imidoéster, isocianato, isotiocianato, anhidrido, tiol, tiolactona, diazonio,
maleimido, NHS, O-NHS y un enlazador derivado de los mismos acoplado a un grupo operativo.

Adicionalmente, el anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal y/o un anticuerpo policlonal. El anticuerpo puede
tener al menos uno de afinidad, especificidad o avidez por un analogo de topiramato en comparacion con topiramato
que sea suficiente para usar en un ensayo inmunodiagndstico homogéneo, heterogéneo o de otro tipo. Como tal, la
interaccion entre el anticuerpo y el analogo de topiramato puede ser de al menos 50 % de al menos uno de afinidad,
especificidad o avidez del anticuerpo por topiramato, incluso mas preferentemente de al menos 70 % de al menos
uno de afinidad, especificidad o avidez del anticuerpo por Imotrigina, lo mas preferentemente de al menos 90 % de al
menos uno de afinidad, especificidad o avidez del anticuerpo por lamotrigina. Opcionalmente, al menos uno de
afinidad, especificada o avidez del anticuerpo por un analogo de topiramato es sustancialmente igual que para
topiramato.

En una realizacion, la presente invencion incluye un sistema para usar en un ensayo inmunodiagnostico para
detectar la presencia de topiramato en una muestra. Dicho sistema puede incluir el analogo de topiramato y el
anticuerpo anti-topiramato. Adicionalmente, uno del anélogo de topiramato o anticuerpo anti-topiramato se puede
acoplar con uno de una particula, una particula magnética, microparticula, microesfera, soporte, donante de enzimas
0 aceptor de enzimas.

En una realizacion, el sistema puede incluir al menos uno de los siguientes: (a) una composicion madre de
topiramato; (b) una serie de composiciones que contienen topiramato a concentraciones diferentes, formando la
serie de composiciones un gradiente de concentracion; (c) el analogo de topiramato acoplado a un resto trazador;
(d) el anélogo de topiramato acoplado a una microparticula; (e) el anticuerpo acoplado a una microparticula; (f) el
anéalogo de topiramato acoplado a un donante de enzimas junto con un correspondiente aceptor de enzimas; (g) el
andlogo de topiramato conjugado a un aceptor de enzimas junto con un correspondiente donante de enzimas; o (h)
el anticuerpo acoplado a una particula adecuada para separar mediante filtracion o sedimentacion.

La presente invenciéon también incluye procedimientos de realizar ensayos inmunodiagnésticos para detectar la
presencia de topiramato en una muestra. Dichos procedimientos pueden incluir combinar un anticuerpo anti-
topiramato y un analogo de topiramato con una muestra obtenida de un sujeto al que se ha administrado
previamente topiramato para formar una primera composiciéon. A continuacion se deja que cualquier topiramato libre
de la muestra y el analogo de topiramato compitan por la unién con el anticuerpo. Después de la unién competitiva
se detecta la unién entre el analogo de topiramato y el anticuerpo.

En una realizacion, el ensayo inmunodiagnostico usa un analogo de topiramato que incluye un resto fluorescente y
se combina con el anticuerpo y una muestra como se ha descrito. El resto fluorescente se puede excitar con luz
polarizada que tiene una primera cantidad de polarizacién y se detecta la luz polarizada emitida del resto
fluorescente que tiene una segunda cantidad de polarizacién. Opcionalmente, la primera cantidad de polarizacion se
compara con la segunda cantidad de polarizacion y se realiza una determinacion de si hay topiramato presente en la
muestra, en la que si la segunda cantidad de polarizacion es diferente de la primera cantidad de polarizaciéon es una
indicacion de que hay topiramato presente en la muestra. Adicionalmente, el ensayo inmunodiagndstico puede
incluir un control combinando una cantidad conocida de topiramato con el analogo de topiramato y el anticuerpo para
formar una composicion de unién control. Se detecta la luz polarizada emitida del resto fluorescente en la
composicién de unidn control que tiene una tercera cantidad de polarizaciéon y se compara con la segunda cantidad
de polarizacion. A continuacion se determina la cantidad de topiramato presente en la muestra.

En una realizaciéon, un ensayo inmunodiagndéstico usa un analogo de topiramato o anticuerpo acoplado a una
microparticula. El analogo, anticuerpo y la muestra se combinan una primera composicion, en la que todo topiramato
libre compite con el analogo por la unidn con el anticuerpo. La primera composicion se irradia a continuacién con luz
incidente y se detecta una primera intensidad de luz transmitida por la primera composicién. La intensidad minima
de luz transmitida a partir de una composiciéon de unién control que tiene el analogo de topiramato y el anticuerpo y
no tiene topiramato libre se identifica y se compara con la primera intensidad de la luz transmitida. Se realiza una
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determinacion sobre si hay topiramato presente en la muestra, en la que si la intensidad minima es diferente de la
primera intensidad es una indicacién de que hay topiramato presente en la muestra. Adicionalmente, el ensayo
inmunodiagnostico puede incluir otro control combinando una cantidad conocida de topiramato con el analogo de
topiramato y el anticuerpo para formar una segunda composicién de union control. La segunda composicién de
unién control se irradia a continuacién con luz incidente y se detecta una segunda intensidad de luz transmitida por
la segunda composicién de union control. La cantidad de topiramato presente en la muestra se puede determinar
después, en el que una comparacion entre la primera intensidad y la segunda intensidad es una indicacion de la
cantidad de topiramato presente en la muestra.

En una realizacion, un ensayo inmunodiagndstico usa un analogo de topiramato que tiene un donante de enzimas.
El analogo, anticuerpo y la muestra se combinan una primera composicion, en la que todo topiramato libre compite
con el analogo por la unién con el anticuerpo. Un aceptor de enzimas y el sustrato se combinan con la primera
composicién, en la que el sustrato se puede escindir mediante la interaccion con el donante de enzimas y el aceptor
de enzimas. Después se detecta la actividad enzimatica. Adicionalmente, el ensayo inmunodiagnéstico puede incluir
un control combinando una cantidad conocida de topiramato con el analogo de topiramato y el anticuerpo para
formar una composicion de unién control, y el aceptor de enzimas y el sustrato se combinan después. La cantidad
de topiramato presente en la muestra se determina mediante una comparacién entre la actividad enzimética y la
actividad enzimatica control, lo que proporciona una indicacion de la cantidad de topiramato presente en la muestra.

En una realizacion, un ensayo inmunodiagndstico usa un analogo de topiramato que tiene un resto trazador y un
anticuerpo acoplado con una particula. El analogo, anticuerpo y la muestra se combinan una primera composicién,
en la que todo topiramato libre compite con el analogo por la unién con el anticuerpo. El anticuerpo se separa de la
primera composiciéon y todo el andlogo de topiramato no unido se separa del anticuerpo. Después se detecta un
resto trazador unido con el anticuerpo de la primera composicion. Adicionalmente, el ensayo inmunodiagnéstico
puede incluir un control combinando una cantidad conocida de topiramato con el anélogo de topiramato y el
anticuerpo para formar una composicién de unioén control. De acuerdo con lo anterior, la cantidad de topiramato
presente en la muestra se puede determinar mediante una comparacion entre la cantidad de resto trazador en la
primera composicion y la cantidad de resto trazador en la composicion de unién control para proporcionar una
indicacion de la cantidad de topiramato presente en la muestra.

Estas y otras realizaciones y caracteristicas de la presente invencién seran mas completamente evidentes a partir de
la siguiente descripcion y reivindicaciones adjuntas o se pueden aprender mediante la practica de la invenciéon, como
se expone a continuacion en el presente documento.

Breve descripcion de las figuras

Para aclarar adicionalmente las ventajas y caracteristicas anteriores y otras mas de la presente invencion, se
dispondra de una descripcién mas concreta de la invencion mediante referencia a realizaciones especificas de la
misma que se ilustran en las figuras adjuntas. Se aprecia que estas figuras representan Unicamente realizaciones
tipicas de la invencion y, por consiguiente, no se consideran limitantes de su alcance. La invencion se describird y
explicara con especificidad y detalle adicional mediante el uso de las figuras adjuntas, en las que:

La Figura 1 es un diagrama de flujo que ilustra una realizacion de un método para preparar un anticuerpo anti-
topiramato;

La Figura 2 es un diagrama de flujo que ilustra una realizacién de un procedimiento para realizar un ensayo
inmunodiagnéstico para topiramato;

La Figura 3 es un diagrama esquematico que ilustra una realizacion de un estudio de unién competitivo
basado en la polarizacién fluorescente.

La Figura 4 es un gréfico que ilustra una realizacion de una curva de calibracién para el topiramato;

La Figura 5 es un diagrama de flujo que ilustra una realizacion de un estudio de unién competitivo basado en
la aglutinacion.

La Figura 6 es un diagrama de flujo que ilustra una realizacion de un estudio de unién competitivo basado en
la aglutinacion;

La Figura 7 es un diagrama de flujo que ilustra una realizacién de un estudio de unién competitivo basado en
actividad enzimatica;

La Figura 8 es un diagrama de flujo que ilustra una realizacion de un estudio de unién competitivo basado en
quimioluminiscencia;

La Figura 9 es un diagrama esquematico que ilustra una realizacién de un protocolo de sintesis para sintetizar
un andalogo de topiramato;

Las Figuras 10A y 10B son diagramas esquematicos que ilustran una realizaciéon de protocolos de sintesis
para sintetizar analogos de topiramato;

La Figura 11 es un diagrama esquematico que ilustra una realizacion de un protocolo de sintesis para
sintetizar un analogo de topiramato;

La Figura 12 es un diagrama esquematico que ilustra una realizacion de un protocolo de sintesis para
sintetizar un analogo de topiramato;

La Figura 13 es un diagrama esquematico que ilustra una realizacion de un protocolo de sintesis para
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sintetizar un analogo de topiramato;

La Figura 14 es un diagrama esquematico que ilustra una realizacion de un protocolo de sintesis para
sintetizar un analogo de topiramato;

La Figura 15 es un diagrama esquematico que ilustra una realizacion de un protocolo de sintesis para
sintetizar un analogo de topiramato;

La Figura 16 es un diagrama esquematico que ilustra una realizacion de un protocolo de sintesis para
sintetizar un anélogo de topiramato; y

La Figura 17 es un diagrama esquematico que ilustra una realizacion de un protocolo de sintesis para
sintetizar un analogo de topiramato;

La Figura 18 es un diagrama esquematico que ilustra una realizacion de un protocolo de sintesis para
sintetizar un analogo de topiramato;

La Figura 19 es un diagrama esquematico que ilustra un metabolito de topiramato; y

La Figura 20 es un grafico que ilustra la recuperacién de topiramato de una realizacién de un inmunoensayo
de aglutinacién.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

En general, la presente invencién se refiere a andlogos de topiramato y ensayos inmunodiagnésticos para
topiramato. Los andlogos de topiramato pueden incluir restos inmunogénicos que se pueden usar para preparar
anticuerpos anti-topiramato o restos antigénicos o restos trazadores que se pueden usar en ensayos
inmunodiagnésticos para topiramato. Adicionalmente, los analogos de topiramato se pueden usar en ensayos
inmunodiagnésticos para competir con topiramato por anticuerpos anti-topiramato. Como tal, con la terminologia
siguiente se quiere describir realizaciones de la invencion y no se pretende que sean limitantes.

Como se usa en el presente documento, con el término “hapteno” se pretende hacer referencia a un antigeno parcial
o incompleto y puede ser una molécula o farmaco pequefio. Asimismo, un hapteno puede ser una molécula de peso
molecular bajo que es una sustancia sin proteina o sin polipéptido. Normalmente, un hapteno no es capaz de
estimular la formacién de anticuerpos solo pero puede ser capaz de interaccionar con anticuerpos. De acuerdo con
lo anterior, el topiramato y analogos de topiramato de acuerdo con la presente invencién pueden ser haptenos.

Como se usa en el presente documento, con el término “analogo” o “derivado” se pretende hacer referencia a un
compuesto quimico o molécula hecho de un compuesto o molécula parental mediante una o mas reacciones
quimicas. Como tal, un anélogo puede ser un compuesto con una estructura similar a la del topiramato o basado en
un armazdn de topiramato, pero diferente respecto a ciertos componentes o forma estructural, que pueden tener una
accién metabodlicamente similar u opuesta. Un analogo o derivado de topiramato de acuerdo con la presente
invencion se puede usar para competir por la unién con un anticuerpo que reconoce tanto el analogo como el
topiramato. Asimismo, un analogo puede incluir un grupo operativo acoplado a topiramato a través de un grupo de
union.

Como se usa en el presente documento, los términos “inmundgeno” e “‘inmunogénico” quieren decir sustancias
capaces de producir o generar una respuesta inmunitaria en un organismo. Un inmun6geno también puede ser un
antigeno. Normalmente, un inmundégeno tiene un peso molecular bastante alto (por ejemplo, superior a 10.000), por
tanto, diversas macromoléculas tales como proteinas, lipoproteinas, polisacéridos, algunos acidos nucleicos y
algunos de los acidos teicoicos, se pueden acoplar a un hapteno con el fin de formar un inmunégeno de acuerdo con
la presente invencion.

Como se usa en el presente documento, el término “inmunogenicidad” quiere decir la capacidad de una molécula
para inducir una respuesta inmunitaria, que se determina mediante la estructura quimica intrinseca de la molécula
inyectada y mediante si el animal huésped puede o no reconocer el compuesto. Cambios pequeros en la estructura
de un antigeno pueden alterar considerablemente la inmunogenicidad de un compuesto y se ha usado
extensamente omo procedimientos general para aumentar las probabilidades de producir un anticuerpo, en
particular contra antigenos bien conservados. Por ejemplo, estas técnicas de modificacion alteran regiones del
inmundgeno para proporcionar sitios mejores para la union a las células T o exponer nuevos epitopos para la union
a las células B.

Como se usa en el presente documento, los términos y expresiones "vehiculo", "resto inmunogénico" o "vehiculo
inmunogénico” quieren decir una sustancia inmunogénica, habitualmente una proteina, que se puede acoplar a un
hapteno. Un resto inmunogénico acoplado a un hapteno puede inducir una respuesta inmunitaria y provocar la
produccion de anticuerpos que se pueden unir especificamente con el hapteno. Los restos inmunogénicos son
grupos operativos que incluyen proteinas, polipéptidos, glicoproteinas, polisacaridos complejos, particulas, acidos
nucleicos, polinucleétidos y similares que se reconocen como extrafios y, de este modo, provocan una respuesta
inmunoloégica del huésped. Adicionalmente, los enlazadores pueden comprender nucleétidos modificados o no
modificados, nuclebsidos, polimeros, azlUcares y otros hidratos de carbono, poliéteres tales como, por ejemplo,
polietilenglicoles, polialcoholes, polipropilenos, propilenglicoles, mezclas de etilen y propilenglicoles,
polialquilaminas, poliaminas tales como espermidina, poliésteres tales como poli(acrilato de etilo), polifosfodiésteres
y alquilenos. Un ejemplo de un grupo operativo y su enlazador es colesterol-TEG-fosforoamidita, en el que el
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colesterol es el grupo operativo y el tetraetilenglicol y el fosfato sirven como enlazadores.

En un ejemplo, un vehiculo inmunogénico se puede acoplar a un hapteno con el fin de estimular la inmunogenicidad
y la formacion de anticuerpos contra el hapteno. Normalmente, los vehiculos inmunogénicos son moléculas grandes
que son altamente inmunogénicas y capaces de conferir inmunogenicidad a un hapteno. Por ejemplo, se puede usar
una proteina como vehiculo inmunogénico porque las proteinas extrafias pueden provocar dicha respuesta
inmunoldgica. Las proteinas vehiculo pueden ser altamente solubles e incluir grupos funcionales que pueden facilitar
la facil conjugacion con una molécula hapteno. Algunas de las proteinas vehiculo mas frecuentes de uso hoy en dia
son la hemocianina de lapa californiana (KLH, PM 450.000 A 13.000.000) y seroalbumina bovina (BSA, PM 67.000).
La hemocianina de lapa californiana es la proteina portadora de oxigeno de la lapa californiana marina y es
extremadamente alta y exhibe una mayor inmunogenicidad cuando se disocia en subunidades, probablemente
debido a la exposicion de sitios ectépicos adicionales al sistema inmunolégico. La BSA es una proteina altamente
soluble que contiene numerosos grupos funcionales adecuados para conjugar.

Como se usa en el presente documento, el término “anticuerpo” quiere decir una proteina que se produce en
respuesta a la presencia de moléculas extrafias en el cuerpo. Se pueden caracterizar por su capacidad para unirse
tanto a antigenos como a células o proteinas especializadas del sistema inmunolégico. Los anticuerpos se dividen
en cinc clases IgG, IgM, IgA, IgE e IgD, y son inmunoglobulinas producidas por las células plasmaticas.

Como se usa en el presente documento, con el término “epitopo” se pretende definir la regiéon de un antigeno que
interacciona con un anticuerpo. De acuerdo con lo anterior, una molécula u otra sustancia, que es un antigeno,
puede incluir al menos un epitopo con actividad de anticuerpo. Esto puede permitir que un antigeno tenga varios
epitopos reconocidos por el mismo anticuerpo o por uno diferente. Asimismo, un epitopo no es una propiedad
intrinseca de cualquier estructura concreta, pero se puede definir como un sitio de unién que interacciona con el
anticuerpo.

Como se usa en el presente documento, con el término “afinidad” se pretende hacer referencia a una medida de la
fuerza de la unién entre un epitopo y un anticuerpo. De acuerdo con lo anterior, un Unico anticuerpo puede tener una
afinidad diferente por varios epitopos. Esto puede permitir que un Unico anticuerpo se una fuertemente a un epitopo
y con menor fuerza a otro. Como tal, un anticuerpo puede tener una primera afinidad por un farmaco, tal como
topiramato, y tener una segunda afinidad por un analogo de topiramato. No obstante, es posible que el anticuerpo
tenga una afinidad sustancialmente equivalente o similar tanto por topiramato como por un analogo de topiramato,
que permite usar el andlogo para generar anticuerpos frente a topiramato y su uso en estudios de unidn
competitivos. Por tanto, los andlogos de topiramato de acuerdo con la presente invencién se pueden usar para
generar anticuerpos con afinidad por topiramato.

Como se usa en el presente documento, con el término “avidez” se pretende hacer referencia a una medida de la
estabilidad global del complejo entre anticuerpos y antigenos. La estabilidad global de una interaccién anticuerpo-
antigeno puede estar dirigida por tres factores principales del siguiente modo: (a) la afinidad intrinseca del
anticuerpo por el epitopo; (b) la valencia del anticuerpo y el antigeno; y (c) la disposicion geométrica de los
componentes que interaccionan. Como tal, la avidez del complejo anticuerpo-antigeno se puede modular variando
los parametros anteriores, asi como otros.

Como se usa en el presente documento, con el término “especificidad” se pretende hacer referencia a la unién
preferencial de un anticuerpo con un epitopo en comparaciéon con otros epitopos disponibles. Es decir, la
especificidad de un anticuerpo puede unirse preferentemente a topiramato y/o a un andlogo en lugar de a un
metabolito de topiramato. Esto se puede usar para generar anticuerpos anti-topiramato que se unen
preferentemente a topiramato sobre sus metabolitos, de modo que se puede evaluar la verdadera concentracion de
topiramato porque no se contamina con la uniéon adversa anticuerpo-metabolito. Asimismo, la especificidad de un
anticuerpo para unirse a topiramato se puede usar para adaptar analogos con una especificidad similar o
sustancialmente igual que el topiramato.

Como se usa en el presente documento, con las expresiones "tasa de asociaciéon", "tasa de disociacién" o "tasa de
asociacion-disociacion" se pretende hacer referencia a modos de describir la cinética de una interaccion anticuerpo-
antigeno. Es decir, con la “tasa de asociacién” se pretende hacer referencia a la Ka (es decir, la constante de
asociacion) y con la “tasa de disociacion” se pretende hacer referencia a la Kd (es decir, la constante de
disociacion). Cada anticuerpo tiene una Ka para un antigeno o epitopo concreto, que normalmente se denomina
afinidad o fuerza de la unidén. Con respecto a un anticuerpo policlonal, la “tasa de ASOCIACION—DISOCIACION”
quiere decir una suma de muchas Ka y/o Kd diferentes para cada anticuerpo concreto que forma el anticuerpo
policlonal.

Como se usa en el presente documento, la expresion “anticuerpo policlonal” quiere decir una mezcla heterogénea de
anticuerpos con un amplio abanico de especificidades y afinidades por un antigeno o epitopo dado. Por tanto, el
anticuerpo policlonal, que también se puede denominar anticuerpos policlonales, puede incluir una pluralidad de
anticuerpos, cada uno distinguible de los otros, que se unen o, de otro modo interaccionan, con un antigeno. Los
diferentes anticuerpos que comprenden un anticuerpo policlonal se pueden producir o generar inyectando un
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inmundgeno que tiene un epitopo en un animal y, después de un tiempo adecuado, recoger y opcionalmente
purificar la fraccion se sangre que contiene los anticuerpos de interés. A la hora de producir anticuerpos se pueden
considerar varios parametros con respecto al uso final del anticuerpo policlonal. Estos parametros incluyen los
siguientes: (1) la especificidad del anticuerpo (es decir, la capacidad para distinguir entre antigenos); (2) la avidez
del anticuerpo (es decir, la fuerza de la unién a un epitopo); y (3) el titulo del anticuerpo, que determina la dilucién
optima del anticuerpo en el sistema de ensayo.

Como se usa en el presente documento, la expresion “anticuerpo monoclonal” quiere decir un anticuerpo que se
aisla de un cultivo de células normales productoras de anticuerpos y una célula progenitora. Un anticuerpo
monoclonal puede tener una constante de unién homogénea y es bien conocido en la técnica.

Como se usa en el presente documento, la expresion “titulo de anticuerpo” quiere decir el reciproco de la dilucion en
suero. Los titulos se indican de este modo para notificar y formatear de forma mas conveniente. El titulo de 1/50.000
significa que el anticuerpo detecta con eficacia el epitopo de un antigeno cuando se unen cuando el antigeno esta a
una dilucién de 1:50.0000. El titulo se calcula mediante titulacion de punto final que tiene aproximadamente un 10 %
de la DO maxima.

Como se usa en el presente documento, el término “Umax" quiere decir la unién maxima entre un anticuerpo y un
ligando (p. €j., analogo, antigeno, marcador, etc.) con independencia de” titulo. Asimismo, la Umax puede estar
relacionada con la avidez, pero también puede ser independiente de la avidez, y se puede usar en una evaluacion
para determinar lo bien que se puede unir un anticuerpo a un ligando y dar sefiales mensurables. Adicionalmente, la
Umax se puede determinar como la absorbancia maxima de cada muestra y se usa para calcular la Bo. El valor de
la Umax puede variar a valores tan altos como 3-4 DO y puede ser superior para un programa de anticuerpos
monoclonales.

Como se usa en el presente documento, el término “Bo” quiere decir una seleccidén de absorbancia para un ensayo
de desplazamiento de la unién y es aproximadamente del 30 % al 50 % de la Umax para el ensayo de
desplazamiento. Como tal, la Bo se puede usar para medir rapidamente la tasa de disociacién, que se puede usar
para evaluar la avidez. Asimismo, se puede usar el 50 % de la Umax cuando la DO es aproximadamente la mitad de
la Umax, que generalmente puede variar de 1,7 a 1 DO. A veces, el 50 % de la Umax puede tener una DO que es
tan elevada como de 1,7, que puede estar demasiado saturada con anticuerpo como para realizar mediciones
precisas y a menudo conduce a un desplazamiento escaso. Por tanto, el 30 % de la Uméax se puede usar en el caso
en el que el anticuerpo todavia esté demasiado saturado. Con el fin de producir valores de Bo y datos de
desplazamiento adecuados, la Uméax puede estar dentro de 2,0 y 2,5 DO y la Bo puede estar dentro de 1,0 y 1,25
DO.

Como se usa en el presente documento, los términos “inmunoensayo” o “inmunodiagndstico” quieren decir técnicas
de laboratorio que hacen uso de la unién entre un antigeno y un anticuerpo con el fin de identificar y/o cuantificar al
menos uno del antigeno especifico o anticuerpo especifico en una muestra biolégica. En la actualidad hay tres
clases de inmunoensayo, que se describen del siguiente modo: (1) ensayos de captura de anticuerpos; (2) ensayos
de captura de antigeno y (3) ensayos de tipo “sandwich” de dos anticuerpos. Adicionalmente, se contempla que se
desarrollaran nuevos inmunoensayos y seran capaces de usar los analogos y los anticuerpos de la presente
invencion.

Como se usa en el presente documento, la expresién “inmunoensayo competitivo” quiere decir un protocolo
experimental en el que una cantidad conocida de un antigeno identificable compite con otro antigeno por la unién
con un anticuerpo. Es decir, un antigeno conocido que se une a un anticuerpo conocido se combina con una
muestra que se sospecha que contiene otro antigeno que también se une al anticuerpo conocido. Esto permite que
el antigeno conocido y otro antigeno compitan ambos por el sitio de unién sobre el anticuerpo. Por ejemplo, un
andlogo de topiramato que se une a un anticuerpo anti-topiramato se puede combinar con una muestra que se
sospecha que contiene topiramato y el analogo y el topiramato compiten por la unién con el anticuerpo anti-
topiramato. La competicién por la unién al anticuerpo se puede usar después para determinar si hay o no topiramato
presente en la muestra y se puede usar ademas para cuantificar la cantidad de topiramato en la muestra.

Como se usa en el presente documento, la expresién “deteccidn turbidimétrica” hace referencia a la medicion de una
disminucion en la intensidad de la transmisiéon o un incremento de la absorbancia o luz incidente debido a la luz
dispersada por las particulas aglutinadas. Una disminucién de la intensidad de la luz transmitida se mide contra una
intensidad de fondo de partida de la luz transmitida méas alta. Normalmente, la lectura se realiza con un detector en
linea con la fuente de luz, en el que la aglutinacién de particulas inhibe la transmisiéon de la luz. Por tanto, la
inhibicion o la estimulacion de la aglutinacion se pueden usar como medio para evaluar la presencia de un analito
diana, tal como topiramato. Los ensayos turbidimétricos se pueden adaptar facilmente a diversos analizadores
clinicos.

Como se usa en el presente documento, la expresién “ensayos de aglutinacion de microparticulas” quiere decir
inmunoensayos que usan el principio de la inhibicion de la aglutinacion de microparticulas por un analito diana. Es
decir, la disminucién de la aglutinacion se atribuye a la presencia del analito diana. Por ejemplo, un derivado del
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farmaco diana se une covalentemente a la superficie de la microparticula y/o las particulas sensibilizadas son
aglutinadas por un anticuerpo monoclonal. Cuando una muestra contiene farmaco libre, la aglutinacién es inhibida
en proporcién a la concentracion del farmaco, lo que conduce a una curva de inhibicion clasica que relaciona la
concentracion del farmaco con la absorbancia.

Como se usa en el presente documento, la expresion “concentracion terapéutica” quiere decir la concentracion de un
farmaco que es eficaz en la produccion de un efecto clinico deseado.

Como se usa en el presente documento, “grupo operativo" quiere decir una molécula o macromolécula acoplada al
topiramato a través de un grupo de unién. Un grupo operativo puede incluir un resto inmunogénico, un resto
antigénico, un resto trazador y similares.

Como se usa en el presente documento, las expresiones “éster activo” o “éster activado” quieren decir un grupo
éster que puede reaccionar con un grupo amino libre de un compuesto tal como, por ejemplo, péptidos y proteinas.
Un éster activo puede incluir un grupo carboxilo unido a un grupo saliente activo. A menudo, el grupo saliente activo
incluye el oxigeno del éster de modo que el grupo saliente activo elimina el oxigeno del éster. Por ejemplo, un éster
activo es susceptible a ser desplazado por una amina primaria, o que tiene como resultado la eliminacion del
oxigeno del éster y la formacién de un grupo amida. Ejemplos de grupos salientes activos que forman ésteres
activos incluyen N-hidroxisuccinimida (en el presente documento denominada “NHS”, p-nitrofenilo, pentafluorofenilo,
N-hidroxibenzotriazolilo y similares.

Como se usa en el presente documento, las expresiones “marcador”, “molécula detectora” o “trazador” quieren decir
cualquier molécula que produce, o que se puede inducir que produzca, una sefal detectable. El marcador se puede
conjugar con topiramato, un analogo de topiramato, hapteno, analito, inmundgeno, anticuerpo u otra molécula, tal
como un receptor o una molécula que se puede unir a un receptor. Ejemplos no limitantes de trazadores incluyen
is6topos radiactivos, enzimas, fragmentos enzimaticos, sustratos enzimaticos, inhibidores de enzimas, coenzimas,
catalizadores, fluor6foros, colorantes, quimioluminiscentes, luminiscentes, sensibilizantes, particulas no magnéticas
0 magnéticas, soportes sélidos, liposomas, ligandos, receptores, isdétopos radiactivas de haptenos y similares. Como
se describe en el presente documento, los analogos también se pueden asociar a varios marcadores mediante
procedimientos bien conocidos en la técnica para proporcionar diversos reactivos Utiles en varios formatos de
inmunoensayos. Para detectar los resultados de los inmunoensayos, moléculas detectoras, como fluoréforos, por
ejemplo fluoresceina, radiomarcadores o grupos quimioluminiscentes, se pueden acoplar a los analogos para
producir trazadores.

Como se usa en el presente documento, las expresiones “grupo de unién” o “enlazador” quieren decir una estructura
quimica que conecta dos 0 mas subestructuras tales como topiramato o un analogo de topiramato, con un grupo
operativo. Un grupo de unién puede tener al menos una cadena ininterrumpida de atomos distintos a hidrégeno (u
otros atomos monovalentes) que se extienden entre las subestructuras. Normalmente, un grupo de unién incluye
una cadena de atomos de carbono o heteroatomos, que pueden estar sustituidos o no sustituidos. Los atomos de un
grupo de union y los atomos de una cadena dentro de un grupo de union pueden estar interconectados por enlaces
quimicos. Por ejemplo, los enlazadores pueden ser cadenas lineales o ramificadas, sustituidas o no sustituidas,
saturadas o insaturadas, en las que los atomos de la cadena pueden incluir atomos de carbono y/o heteroatomos.
Esto puede incluir uno 0 mas heteroatomos dentro de la cadena o en los extremos de las cadenas. Adicionalmente,
un grupo de unién puede incluir también grupos ciclicos y/o aromaticos como parte de la cadena o como una
sustitucion en uno de los atomos en la cadena. El nimero de atomos en un grupo de unién o enlazador se determina
contando los atomos distintos a nitrogeno en la estructura de la cadena, que es la ruta mas corta entre las
subestructruras que se estan conectando. Los grupos de unién se pueden usar para proporcionar un sitio disponible
sobre un hapteno para conjugar un hapteno con un grupo operativo tal como un trazador, marcador, vehiculo, resto
inmunogénico y similares.

Como se usa en el presente documento, la expresién “heteroatomos” quiere decir &tomos distintos a atomos de
carbono tales como oxigeno, nitrogeno, fésforo y similares. Normalmente, un heterodtomo es multivalente para
formar al menos dos enlaces covalentes, que se pueden usar en un grupo de unién u otro resto.

Los andlogos de topiramato pueden incluir una molécula de topiramato conjugada con un resto. El resto puede ser
cualquiera de un amplio abanico de compuestos quimicos que pueden modificar las propiedades fisicoquimicas del
topiramato. Asimismo, el resto se puede usar como un enlazador conjugar un grupo de union al topiramato. De
acuerdo con lo anterior, el resto puede estar comprendido por un alquilo, alifatico, alifatico de cadena lineal, alifatico
ramificado, alifatico sustituido, alifatico ciclico, alifatico heterociclico, aromatico, heteroaromatico, poliaromatico y
similares.

Como se usa en el presente documento, el término “alifatico” quiere decir un resto hidrocarbilo, tal como un grupo
alquilo, que puede ser lineal o ramificado, estar saturado o insaturado y/o sustituido o no sustituido, que tiene veinte
o0 menos carbonos en la estructura. Un grupo alifatico puede comprender restos que son lineales, ramificados,
ciclicos y/o heterociclicos, y contienen grupos funcionales tales como éteres, cetonas, aldehidos, carboxilatos y
similares. Ejemplos de grupos alifaticos incluyen, entre otros, grupos sustituidos y/o no sustituidos de metilo, etilo,
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propilo, butilo, pentilo, hexilo, heptilo, octilo, nonilo, decilo, undecilo, dodecilo, tridecilo, tetradecilo, pentadecilo,
hexadecilo, heptadecilo, octadecilo, nonadecilo, eicosilo, grupos alquilo de un nimero méas alto de carbonos y
similares, asi como 2-metilpropilo, 2-metil-4-etilbutilo, 2,4-dietilpropilo, 3-propilbutilo, 2,8-dibutildecilo, 6,6-
dimetiloctilo, 6-propil-6-butiloctilo, 2-metilbutilo, 2-metilpentilo, 3-metilpentilo, 2-etilhexilo y similares. Los términos
alifatico o alquilo también abarcan grupos alquenilo tales como grupos vinilo, alilo, aralquilo y alquinilo.

Sustituciones dentro de un grupo alifatico pueden incluir cualquier atomo o grupo que se puede tolerar en el resto
alifatico, incluyendo, entre otros, halégenos, azufres, tioles, tioéteres, tioésteres, aminas (primarias, secundarias o
terciarias), amidas, éteres, ésteres, alcoholes, oxigeno y similares. Los grupos alifaticos pueden, a modo de ejemplo,
también comprender modificaciones tales como grupos azo, grupos ceto, grupos aldehido, grupos carbonilo, grupos
carboxilo, grupos nitro, nitroso o nitrilo, heterociclos tales como grupos imidazol, hidrazino o hidroxilamino, grupos
isocianato o cianato, y grupos que contienen azufre tales como sulféxido, sulfona, sulfuro y disulfuro.
Adicionalmente, las sustituciones pueden ser mediante enlaces sencillos, dobles o triples, cuando sea relevante o
posible.

Adicionalmente, los grupos alifaticos también pueden contener heterosustituciones, que son sustituciones de atomos
de carbono, por heterodtomos, tales como, por ejemplo, nitrdgeno, oxigeno, fésforo o azufre. Como tales, un
enlazador comprendido por un alifatico sustituido puede tener una estructura comprendida por carbono, nitrégeno,
oxigeno, azufre, fésforo y/o similares. Sustituciones heterociclicas hacen referencia a anillos alquilo que tienen uno o
mas heteroatomos. Ejemplos de restos heterociclicos incluyen, entre otros, morfolino, imidazol y pirrolidino.

Como se usa en el presente documento, el término “aromatico” quiere decir una molécula que es una en la que los
electrones son libres de circular alrededor de disposiciones circulares o ciclicas de atomos, que estan
alternativamente unidos entre si por enlaces sencillos o dobles. Mas adecuadamente, estos enlaces se pueden ver
como hibridos de un enlace sencillo y un enlace doble, siendo cada enlace en el anillo idéntico a los otros. Ejemplos
de compuestos aromaticos que pueden estar presentes en los analogos de topiramato incluyen benceno, bencilo,
tolueno, xileno y similares. El compuesto aromatico puede incluir heterodtomos para ser un heteroaromatico tal
como iridina, furano, tetrahidrofurano y similares. Asimismo, un aromatico puede ser un aromatico policiclico tale
como naftaleno, antraceno, fenantreno, hidrocarburos aromaticos policiclicos, indol, quinolina, isoquinolina y
similares.

Como se usa en el presente documento, el término “amina” quiere decir restos que pueden derivar directa o
indirectamente de amoniaco sustituyendo uno, dos o tres atomos de hidrégeno por otros grupos, tales como, por
ejemplo, grupos alquilo. Las aminas primarias tienen las estructuras generales RNH; y las aminas secundarias
tienen la estructura general RoNH. El término amina incluye, entre otras, metilamina, etilamina, propilamina,
isopropilamina, anilina, ciclohexilamina, bencilamina, aminas policiclicas, aril y alquilaminas sustituidas con
heteroatomo, dimetilamina, dietilamina, diisopropilamina, dibutilamina, metilpropilamina, metilhexilamina,
metilciclopropilamina, etilcilohexilamina, metilbencilamina, meticiclohexilmetilamina, butilciclohexilamina, morfolina,
tiomorfolina, pirrolidina, piperidina, 2,6-dimetilpiperidina, piperazina y alquil o arilaminas secundarias sustituidas con
heteroatomo.

Como se usa en el presente documento, la expresion “polilaminoacido)” o “polipéptido” es una poliamida formada
por aminoacidos. Los poli(aminoacidos) generalmente variaran de aproximadamente 200-2.000 de peso molecular o
mas de aproximadamente 2.000 de peso molecular, o que no tienen un limite superior del peso molecular y siendo
normalmente inferior a 10.000.000 y normalmente superior a aproximadamente 600.000 daltons. Normalmente
habra intervalos diferentes, en funcién de si esté implicado un vehiculo inmunogénico o una enzima.

Como se usa en el presente documento, el término “péptido” quiere decir cualquier compuesto formado por la unién
de dos 0 mas aminoacidos mediante enlaces amida (péptido), normalmente un polimero de a-aminodacidos en los
que el grupo a-amino de cada residuo de aminoacido (a excepcién del extremo NH>) esté unido al grupo a-carboxilo
del siguiente residuo en una cadena lineal. Los términos “péptido”, "polipéptido" y "poli(laminoacido)" se usan de
forma sinénima en el presente documento para hacer referencia a esta clase de compuestos sin restricciones en
cuanto al tamafo. Los miembros més grandes de esta clase se denominan proteinas.

Como se usa en el presente documento, la expresion “muestra biolégica” quiere decir una muestra sélida o liquida
que se obtiene a partir de una entidad biolégica. Como tal, una muestra biolégica puede incluir, entre otros, cualquier
cantidad de una sustancia de algo vivo o algo antes vivo, tal como seres humanos y otros animales. Dicha sustancia
puede incluir, entre otros, sangre, suero, plasma, orina, lagrimas, células, 6rganos, tejidos, hueso, médula ésea,
linfa, ganglios linfaticos, tejido sinovial, condrocitos, macréfagos sinoviales, células endoteliales piel y similares.

Como se usa en el presente documento, el término “paciente” quiere decir ser humano y otros sujetos animales. Mas
particularmente, un paciente es un ser humano u otro sujeto animal que necesita un farmaco epiléptico tal como
topiramato.

Adicionalmente, los términos usados en el presente documento para describir la invencién se pueden interpretar
usando las definiciones anteriores y/o definiciones bien conocidas en la técnica. Como tal, con la terminologia
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anterior se pretende describir la invencion y no se pretende que sea limitante.

I._Analogos de topiramato

En una realizacién, la presente invencion se refiere a analogos de topiramato. Como tal, el topiramato se puede
conjugar con un resto analogo en el resto sulfamato o el grupo metilo en el carbono 9 o el carbono 10 de topiramato
para formar un analogo. Las conjugaciones de 9 carbonos o 10 carbonos son sustancialmente similares en quimica
y/o funcionalidad de modo que son sustancialmente indistinguibles en muchas aplicaciones, en las que la referencia
al carbono 9 o a la posicion 9 quiere decir que también se hace referencia al carbono 10 o la posicion 10.

Un anédlogo de topiramato puede ademas acoplarse a través el resto de andlogo o enlazador a un resto
inmunogénico, resto antigénico y/o resto trazador, que forma otro analogo tal como un inmunégeno, antigeno y/o
trazador. Adicionalmente, la conjugacion a través del resto de sulfamato en lugar del grupo metilo en el carbono 9
puede ser ventajosa en determinados casos, porque la porcion del andlogo de topiramato disponible para la
induccion y reconocimiento de anticuerpos es la regiébn que difiere en el metabolito de topiramato 9-
hidroxitopiramato.

En una realizacion, la presente invencion describe nuevos analogos de topiramato que tienen conjugaciones de
sulfamato. Es decir, el grupo sulfamato se puede acoplar a un resto de union a través del &tomo de azufre. El resto
enlazador se puede considerar que es el sustituyente que esta acoplado con el armazén de topiramato con el fin de
formar el andlogo. El resto enlazador puede ser cualquiera de una amplia gama de entidades quimicas, que se
describen con mayor detalle a continuacién. De acuerdo con lo anterior, el analogo de topiramato sustituido con
sulfamato puede tener la estructura genérica de la Formula 1A y/o de la Férmula 1B:

? L=X-Y
O’ W

011,. O
>CT T
ov o
07Q

FORMULA 1A

(‘)\ /L—X_Y_Z

.S

g O

Y Q’;\J °
oY o
O‘#

FORMULA 1B

En otra realizacién, el armazén de topiramato puede incluir una sustitucién en 9, que es sustancialmente similar a la
sustitucion en 10. De acuerdo con lo anterior, el analogo de topiramato sustituido en 9 puede tener la estructura
genérica de la Formula 2A y/o de la Férmula 2B:

HZN\“S’:O

° KOK//\EOK—L-X-Y
Q" Y o
-

FORMULA 2A

Q&O L-X-Y-z
o" o)
/Y

FORMULA 2B
El armazén de topiramato representado en las Férmulas 1A, 1B, 2A y/o 2B pueden estar sustituidos con una amplia

gama de entidades quimicas. De acuerdo con lo anterior, el grupo L puede ser O, CO, COO, SO, CHz, NH,
NH(CH3z)2NH, NHCO, o NHCHzPh. Como tal, el grupo L puede usarse como un grupo de unién para conjugar el
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resto analogo y/o conjugar el resto con el armazoén de topiramato.

Adicionalmente, como se usa en relacion con las Férmulas 1A, 1B, 2A y/o 2D, | grupo X puede ser saturado o
insaturado, sustituido o no sustituido y/o de cadena lineal o ramificada que tiene 1-20 atomos de carbono o
heteroatomos o, mas preferentemente, 0-10 atomos de carbono o heteroatomos. Algunos ejemplos de grupos de
sustitucion incluyen aminas primarias y secundarias, alifaticos, grupos carbonilo, halégenos y similares. Asimismo, el
grupo X puede incluir un grupo ciclico que esta sustituido o no sustituido o un grupo aroméatico o alifatico sustituido o
no sustituido que tiene 1-2 anillos, anillos aromaticos policiclicos, anillos heteroaromaticos y similares. El grupo X
también puede ser un grupo de unié alifatico sustituido o no sustituido que contiene 1-20 o 1-10 atomos de carbono
en la cadena o heterodtomos el lugar de o ademas de un grupo anillo. Adicionalmente, el grupo X puede ser
cualquier tipo de enlace entre L e Y. Asimismo, X puede ser cualquier combinacién de los grupos anteriores.

El grupo Y puede ser un grupo terminal o un grupo de acoplamiento que se puede usar para acoplar el grupo
enlazador con un grupo operativo, tal como un vehiculo, marcador, resto inmunogénico y similares. En algunos
casos, el grupo terminal puede derivar o acoplarse a un vehiculo, resto trazador o resto inmunogénico mediante
sintesis quimicas bien conocidas en la técnica, en el que el grupo Y puede ser un grupo reactivo que se usa para
acoplarse con el grupo Z. Como tal, Y puede ser varios grupos, tales como alifaticos, alcoholes, aminas, amidas,
acidos carboxilicos, aldehidos, ésteres, ésteres activados, ésteres alifaticos, imidoésteres, isocianatos,
isotiocianatos, anhidridos, tioles, alcoholes tiolactonas, grupos diazonio, grupos maleimido y similares, asi como
grupos derivados de los mismos. Asimismo, Y puede ser un grupo Yi-Z, en el que Y1 seria del grupo terminal Y que
esta acoplado al grupo Z.

Adicionalmente, el grupo Z puede ser nada o cualquier resto que se puede acoplar al resto enlazador. Como tal, el
grupo L—X-Y puede considerarse el resto analogo y el grupo Z puede ser un grupo operativo. El resto enlazador
puede servir funcionalmente como un enlazador o grupo de unién entre el armazén de topiramato y un grupo
operativo. Por ejemplo, el grupo operativo puede ser un vehiculo, marcador, trazador, proteina, enzima, compuesto
fluorescente, compuesto fosforescente, compuesto termocrémico, compuesto fotocrémico, compuesto de regulacion
por aumento anti-stokes, material quimioluminiscente, mediador electroquimico, particula, grupo indicador, inhibidor
enzimatico, acido nucleico, polipéptido y similares.

Por ejemplo, en cada una de las Férmulas 1A, 1B, 2A y/o 2B, el grupo X puede ser un enlace o una cadena de uno o
mas atomos, en el que al menos un atomo es carbono, si esta presente. Como tal, X puede ser un enlace covalente
entre L e Y. De forma ilustrativa, X puede ser cualquiera de los grupos anteriores: CHz, (CH2)2; (CH2)3; (CHaz)4;
(CHz)s; (CHz)s; CH2CO; (CH2)2C0; (CHz2)sCO; (CH2)4CO; (CH2)sCO; (CH2)6CO; CH2COO0; (CH2)2COO0; (CH2)sCOO0;
(CH2)4COO0; (CH2)sCOO0; (CH2)sCO0; CO; COO; COCH2; CO(CHz)2; CO(CHz)s; CO(CHz)4; CO(CHz)s; CO(CHz)s;
COCH2CO; CO(CH2)2C0O; CO(CH2)3CO; CO(CH2)4CO; CO(CH2)sCO; CO(CH2)sCO; COCH,COO; CO(CH,).COO0;
CO(CH2)3CO0; CO(CH2)4CO0; CO(CH2)5CO0; CO(CH2)sCOO; CO(CH2)2CONHCH2; CO(CH2)2CONH(CHy)2; Ph;
CONHCHzPh; CONH(CHz)s; CONH(CHg)sCO; CONH(CHg)sCOO; NHCH2; NH(CH2)2; NH(CH2)3; NH(CH2)4;
NH(CHz)s; NH(CHz2)s; NHCH>CO; NH(CH2).CO; NH(CH2)3CO; NH(CH2)4CO; NH(CH2)sCO; NH(CH2)sCO;
NHCH>COO; NH(CH2).COO; NH(CH2)3sCOO; NH(CH2)sCOO; NH(CH:)sCOO; NH(CH2)6COO; NHCO(CHy)z;
NHCO(CHa)s; NHCO(CH2)2CO; HCO(CH2)6CO; NHCO(CH3).COO; o NHCO(CH2)sCOO; combinaciones de los
mismos; y similares. Mas preferentemente, X se puede seleccionar del grupo que consiste en CHy, (CHz)z2, (CH2)s,
CH>COO, (CH3)2CO, (CH2).COO, (CH2)3CO, (CH2)3sCO0, CO(CH2)s, CO(CH2)sCO, CO(CH2)sCOO, CO, COO, Ph,
CONH(CHz)3, CONH(CH2)3CO, CONH(CH>)3COO, combinaciones de los mismos, y similares.

Por ejemplo, en cada una de las Férmula 1 y 2, el grupo Y puede comprender un grupo terminal o enlazador
derivado del grupo terminal y siempre esta presente. De forma ilustrativa, Y puede ser cualquiera de los siguientes
grupos terminales o un grupo enlazador derivado de los mismos: COOH (acido carboxilico); COO; COO-NHS (éster
activo NHS); NHS; terc-butilo (t-butilo); COO-terc-butilo; OH; O-NHS (enlazador de éster activo NHS); COOCH,CHzs;
COOCHSs; OCH>CHs; OCHs; NH; NHz; NHCO (amida); combinaciones de los mismos; y similares. Mas
preferentemente, cuando Y es un grupo terminal, se puede seleccionar del grupo que consiste en NHS, COOH,
COO-NHS, COO-terc-butilo, terc-butilo, OH, O-NHS, COOCH,CH3;, COOCH3;, OCH>CH3, OCHs, o NH2. Por otro
lado, cuando Y es un enlazador, es Yi-Z, en el que Y4 puede seleccionarse, preferentemente, del grupo que consiste
en es al menos uno de COO, CO, O, CONH, o NH y Z es una macromolécula.

De acuerdo con lo anterior, el grupo Z o grupo operativo puede ser un vehiculo, trazador o indicador, tal como
proteina, enzima, compuesto fluorescente, material quimioluminiscente, mediador electroquimico, particula, grupo
indicador, inhibidor enzimatico y/o acido nucleico. De forma ilustrativa, Z puede ser cualquiera de los siguientes
grupos de macromoléculas: (a) BSA, (b) KLH, (c) trazador fluorescente y (d) similares.

Generalmente, los analogos pueden incluir diversos grupos operativos mediante procedimientos buen conocidos en
la técnica para proporcionar diversos reactivos Utiles en varios formatos de inmunoensayo. Como tal, las moléculas
detectoras, tales como fluoroforos, grupos radiomarcados o quimioluminiscentes, se pueden usar para producir
trazadores. Los analogos también se pueden unir a microparticulas, tales como latex coloreado, para usar en
formatos de deteccién éptica directa o espectrofotométrica tal como en aglutinacion de latex y pruebas de tiras
cromatograficas. El grupo operativo también puede ser una molécula de deteccion indirecta, tal como una pareja de
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transferencia de energia, grupo enzimatico o de otro tipo, que se detecta mediante reacciones quimicas adicionales.

De acuerdo con lo anterior, el acoplamiento de un grupo operativo con el analogo se puede conseguir mediante
cualquier reaccion quimica que se acoplara al grupo operativo. Este enlace o acoplamiento puede incluir muchos
mecanismos quimicos, por ejemplo union covalente, unién por afinidad, intercalacion, unién coordinada y formacion
de complejos. Con mayor frecuencia, el enlace o acoplamiento se realiza a través de unién covalente. La unién
covalente se puede conseguir mediante condensacién directa de las cadenas laterales existentes o mediante la
incorporacion de moléculas de puente externas. Muchos agentes de union bivalentes o polivalentes pueden ser
utiles en las moléculas proteicas de acoplamiento, tal como un vehiculo, al analogo. Agentes de acoplamiento
representativos incluyen compuestos organicos tales como tioésteres, carbodiimidas, ésteres de N-
hidroxisuccinimida, diisocianatos, glutaraldehido, diazobencenos y hexametilendiaminas; no obstante este listado no
es una recopilacién exhaustiva de las diversas clases de agentes de acoplamiento conocidos en la técnica sino que,
en su lugar, es representativa de los agentes de acoplamiento mas frecuentes.

En una realizacién el analogo de lamotragina puede tener L-X-Y seleccionados del grupo que consiste en

NHCO(CH2)2CONH(CH2)oNHCOOH, NHCO(CH2)2CONH(CH2).2NHCOONHS,
NHCO(CH2)>,CONH(CH2)>.NHCOOCH,CHs, NHCO(CHz)2CONH(CH3)2NHCO(CH3)>COOH,
NHCO(CH2)2CONH(CHz)2NHCO(CH2).COONHS, NHCO(CH2)2CONH(CH3)2NHCO(CH>)>COOCH>CHg,
NHCO(CHz)2CONH(CH3)2NHCO(CH3)3COOH, NHCO(CH2)2CONH(CH2)2NHCO(CH3)sCOONHS,
NHCO(CH2)2CONH(CH2)2NHCO(CH2)3COOCH,CHs, NHCO(CH.)2CONH(CH2)2NHCO(CH2)sCOCH,
NHCO(CH2)>CONH(CH2)2NHCO(CH2)s COONHS, NHCO(CH)2CONH(CH2)2NHCO(CH2)¢COOCH>CHs,
NHCO(CH2)2CONH(CH3)2NHCH,PhCOOH, NHCO(CH2)2CONH(CH3)2NHCH2PhCOONHS,
NHCO(CHz2)2CONH(CH2)2NHCH2PhCOOCH>CHSs, NHCO(CH.)2CONH(CH2)2NHCONH(CH_)3COCH,
NHCO(CH2)2CONH(CH2)2NHCONH(CH)sCOONHS, NHCO(CH2)2CONH(CH2)2NHCONH(CH2)sCOOCHSs,
NHCO(CH2),CONHCH.PhCOOH, NHCO(CH2)2CONHCH2PhCOOCH,CHj, NHCO(CH).COOH,
NHCO(CH2).COONHS, NHCO(CH2).COOCH2CHs, NHCO(CH)3sCOOH, NHCO(CHz)sCOONHS,
NHCO(CH2)sCOOCH2CHs, NH(CHz).NHCO(CH2)sCOOH, NH(CH2)oNHCO(CH.)sCOONHS,
NH(CH,)zNHCO(CH2)sCOOCH,CHs, NH(CHz)2NH(CH2)sCOOC(CHa)s, NH(CHz)2NH(CH2)sCOOH,

NH(CHz)2NH(CH2)sCOONHS, NHCH,PhCOOH, NHCH>,PhCOONHS, NHCOPhCOOH, NHCOPhCOONHS,
OOCNH(CH2)3COOCH2CHGs, OOCNH(CH3)3sCOOCHs, OOCNH(CH2)sCOONHS, OOCNH(CH2)3COOH,
NH(CH3)3COOH, NH(CH2)sCOONHS, y similares.

En una realizacion, realizacién el analogo de lamotragina puede tener L-X-Y seleccionados del grupo que consiste

en NHCO(CH.)2CONH(CH2).NHCOO-BSA, NHCO(CHz)2CONH(CH2)2NHCO(CH2).COO-BSA,
NHCO(CH2)2CONH(CH3)2NHCO(CH3)sCOO-BSA, NHCO(CH2)2CONH(CH2)s2NHCO(CH>)sCOO-BSA,
NHCO(CH2)>CONH(CH2)>.NHCH>PhCOO-BSA, NHCO(CH.)2CONH(CH2)o2NHCONH(CH_)3COO-BSA,

NHCO(CH2)2>CONHCH>,PhCOO-BSA, NHCO(CH,).COO-BSA, NHCO(CH2)sCOO-BSA, NH(CH2)2NHCO(CH>)sCOO-
BSA, NH(CH)2NH(CH2)sCOO-BSA, NHCH>,PhCOO-BSA, NHCOPhCOO-BSA, OOCNH(CH2)3COO-BSA,
NH(CH)3COO-BSA, y similares.

En una realizacién, los analogos de topiramato de las Férmulas 1A, 1B, 2A y/o 2B se pueden usar como agentes
terapéuticos. Como tales, los analogos de topiramato se pueden usar como farmacos antiepilépticos de forma similar
al topiramato. No obstante, cuando se usa un andlogo de topiramato como agente terapéutico, Z es,
preferentemente, nada para no formar un inmundgeno. Por tanto, los analogos no inmunogénicos de topiramato se
pueden usar en regimenes antiepilépticos para animales, incluidos los seres humanos.

Il. Inmundgenos de topiramato

La implementacién de un inmunoensayo para la deteccion de una molécula pequena, tal como topiramato, puede
ser un reto. Esto es porque dichas moléculas pequefias a menudo pueden carecer de antigenicidad, lo que dificulta
la generacién de anticuerpos contra topiramato y es particularmente problematico con el topiramato, que carece de
inmunogenicidad. Para aumentar la inmunogenicidad, compuestos antigénicos mas grandes, incluidos, entre otros,
seroalbumina bovina, ovoalbumina, hemocianina de lapa californiana y similares, se pueden acoplar al farmaco.
Adicionalmente, la deteccién del farmaco en un inmunoensayo generalmente requiere el uso de un trazador
detectable conjugado con un anticuerpo, topiramato o analogo de topiramato.

De acuerdo con lo anterior, el acoplamiento de un grupo operativo al topiramato en el resto de sulfamato o el grupo
metilo en el carbono 9 puede proporcionar un inmundgeno de topiramato que es suficientemente inmunolégicamente
similar al topiramato de modo que los anticuerpos inducidos por el inmun6égeno pueden reaccionar con el
Inmundégeno, topiramato, y otros analogos de topiramato. Como tal, un inmundgeno basado en topiramato también
se considera un andlogo de topiramato. Los andlogos de topiramato de acuerdo con la presente invencién que
incluyen un vehiculo inmunogénico pueden ser capaces de inducir la produccion de anticuerpos anti-topiramato, tal
como anticuerpos monoclonales y policlonales. De acuerdo con lo anterior, los anticuerpos generados usando
inmundgenos de topiramato Unicos pueden interaccionar y/o unirse a topiramato y otros analogos de topiramato.
Estos anticuerpos, inmundgenos, antigenos y andlogos pueden ser utiles en la preparacién y realizaciéon de
inmunoensayos para la deteccion de topiramato en muestras biolégicas.
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Los inmunégenos se pueden fabricar acoplando topiramato a una proteina vehiculo antigénico a través de un
enlazador que ha reaccionado con uno de los grupos funcionales de un derivado de topiramato. Un inmundgeno de
topiramato que se basa en un andlogo de topiramato se describié en la patente de EE.UU. N2 5.952.187. No
obstante, los analogos de topiramato se prepararon con quimica no optimizada y no produjeron analogos,
inmundgenos o anticuerpos Optimos para usar en aplicaciones de deteccion de topiramato comercializadas. Por
tanto, los analogos e inmundgenos preparados de acuerdo con la presente invencién tienen una quimica y
enlazadores mejorados y tienen como resultado inmunégenos que pueden producir anticuerpos vy titulos suficientes
para usar en aplicaciones comerciales.

En una realizacion, con el fin de aumentar la inmunogenicidad de un analogo de topiramato, un compuesto
antigénico grande, tal como la hemocianina de lapa californiana, se puede acoplar a un analogo de topiramato.
Asimismo, se ha descubierto que, en algunos casos, enlazadores mas largos pueden incrementar la afinidad de los
anticuerpos producidos. En parte, se piensa que, sin desear quedar unido al mismo, los enlazadores mas largos
pueden permitir mas accesibilidad al antigeno. Asimismo, debido a la mayor area de superficie del antigeno o
epitopo expuestos, la avidez también se puede aumentar, lo que puede proporcionar una mejora en la técnica.

En una realizacién, la presente invencion se refiere a inmundgenos preparados a partir de los anélogos de
topiramato anteriores, Es decir, los analogos de las Formulas 1B y 2B pueden incluir los restos enlazadores como se
ha descrito anteriormente y Z puede ser un inmundgeno. Como tal, Z puede ser un resto inmunogénico que puede
producir una respuesta inmunolégica y proporciona anticuerpos para su produccion dirigidos a al menos una porcién
del andlogo de topiramato.

Un resto inmunogénico puede incluir varias proteinas o polipéptidos, que pueden funcionar como vehiculo
inmunogénico. Estos tipos de polipéptidos incluyen albuminas, proteinas en suero, globulinas, proteinas del
cristalino ocular, lipoproteinas y porciones de los mismos. Proteinas ilustrativas incluyen seroalbumina bovina
(“BSA”), hemocianina de lapa californiana ("KLH"), ovoalbumina de huevo, gamma-globulina bovina ("BGG") y
similares. Como alternativa se pueden usar polipéptidos sintéticos. Adicionalmente, un resto inmunogénico también
puede ser un polisacarido, que es un polimero de alto peso molecular. Ejemplos de polisacaridos son almidones,
glicégeno, celulosa, gomas de hidrato de carbono tal como goma arabiga, agar y similares. Asimismo, un resto
inmunogénico puede ser un polinucleétido tal como ADN o ARN. El polinucleétidos puede estar modificado o no
modificado y compuesto por cualquier nimero de acidos nucleicos siempre que proporcione la funcionalidad de
vehiculo y/o inmunogénica. El polisacarido también puede contener o unirse a un residuo polipeptidico, residuo
polinucleotidico y/o residuos lipidicos. Adicionalmente, un resto inmunogénico también puede ser un polinucleétido,
solo o conjugado con uno de los polipéptidos o polisacaridos mencionados anteriormente.

Un resto inmunogénico o vehiculo también puede ser una particula o microparticula. Las particulas inmunogénicas
tienen, generalmente, un diametro de al menos aproximadamente 0,02 micrometros (um) y de no mas de
aproximadamente 100 um y normalmente de aproximadamente 0,05 um a 10 um. La particula puede ser organica o
inorganica, hinchable o no hinchable y/o porosa o no porosa. Opcionalmente, una particula inmunogénica puede
tener una densidad de aproximadamente la del agua, generalmente de aproximadamente 0,5 a 1,5 g/ml y puede
estar compuesta por un material que puede ser transparente, parcialmente transparente u opaco. Las particulas
inmunogénicas pueden ser materiales bioldgicos tales como células y microorganismos, incluyendo ejemplos no
limitantes tales como eritrocitos, leucocitos, linfocitos, Streptococcus, Staphylococcus aureus, E. coli, y particulas
viricas. Las particulas también pueden estar compuestas por polimeros organicos e inorganicos, liposomas, latex,
vesiculas de fosfolipidos, liposomas, liposomas cationicos, liposomas anionicos, lipoproteinas, lipopolimeros y
similares.

En una realizacion, realizacién el analogo de lamotragina puede tener L-X-Y seleccionados del grupo que consiste

en NHCO(CH2)2CONH(CH2)oNHCOO-KLH, NHCO(CH3)2CONH(CH2)o2NHCO(CH2).COO-KLH,
NHCO(CHz)2CONH(CH2)2NHCO(CH3)3COO-KLH, NHCO(CHz)2CONH(CH2)2NHCO(CH>)sCOO-KLH,
NHCO(CHz)2.CONH(CH3)2NHCH>PhCOO-KLH, NHCO(CH2)>.CONH(CH2)2NHCONH(CH>)3sCOO-KLH,

NHCO(CH2)2CONHCH2PhCOO-KLH, NHCO(CH32).COO-KLH, NHCO(CH3)3COO-KLH, NH(CH2)2NHCO(CH3)sCOO-
KLH,  NH(CH2)2NH(CH2)sCOO-KLH, = NHCH,PhCOO-KLH, @ NHCOPhCOO-KLH, @ OOCNH(CH)3COO-KLH,
NH(CH3)3COO-KLH, y similares.

Por tanto, los inmundgenos preparados de acuerdo con la presente invencion se pueden usar para generar
anticuerpos que pueden tener una afinidad por topiramato, asi como analogos de topiramato.

lll. Anticuerpos para topiramato y analogos de topiramato

En una realizacion, un inmunégeno basado en un analogo de topiramato de acuerdo con la presente invencion se
puede usar en una realizaciéon de un procedimiento para producir anticuerpos monoclonales y/o policlonales. Como
tales, los anticuerpos se pueden producir a partir del inmundgeno a base de topiramato e interaccionan y/o se unen
al topiramato. Esto puede permitir que los analogos de la presente invencién sean Utiles en la preparacion de
anticuerpos para usar en inmunoensayos para identificar la presencia de topiramato. Asimismo, los procedimientos
de produccién de anticuerpos con inmundgenos son bien conocidos en la técnica. Los inmunégenos se pueden usar
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en la deteccidn selectiva de anticuerpos monoclonales y/o policlonales que interaccionan y/o se unen a topiramato.

La Figura 1 es un diagrama de flujo que ilustra una realizaciéon de un procedimiento 10 para obtener anticuerpos
anti-topiramato, se puede obtener un inmunégeno basado en un analogo de topiramato (Bloque 2). A continuacion,
el inmunégeno se puede combinar con una formulacion inmunogénica (Bloque 14). En pocas palabras,
aproximadamente 0,5 ml de una composiciéon inmunogénica se mezcla con aproximadamente 0,5 ml de adyuvante
de Freund; no obstante, se pueden usar otras cantidades de inmun6geno y/o adyuvante. Después, la formulacién
inmunogénica se puede administrar a un sujeto productor de anticuerpos (Bloque 16), que puede ser una rata, raton,
cerdo, conejo, ave, oveja y/u otro animal, pero, preferentemente, mamiferos. La administracion puede ser a través
de una inyeccion en la vena de la cola, inyeccion subcuténea, inyeccion intravenosa u otros sitios de inyeccion bien
conocidos. Posteriormente se pueden administrar refuerzos inmunogénicos al animal que recibi6é la administracion
inicial (Bloque 18), en la que el refuerzo puede incluir sustancialmente los mismos ingredientes que la formulacién
inicial y se puede administrar a intervalos predeterminados. Por ejemplo, a la administracion inicial le puede seguir
refuerzos adicionales una vez a la semana o a otros intervalos mas largos o mas cortos. Después de al menos la
administracion inicial y opcionalmente tras refuerzos adicionales, se pueden recoger los anticuerpos anti-topiramato
producidos por el animal (Bloque 20). Los anticuerpos se pueden recoger mediante la obtencién de sangre, suero,
plasma u otra muestra biolégica del animal al que previamente se ha administrado el inmundgeno. Opcionalmente,
la composicion que contienen el anticuerpo se puede procesar como se sabe bien en la técnica (Bloque 22), en la
que dicho procesamiento puede incluir técnicas que colocan los anticuerpos en un formato adecuado para realizar
un ensayo inmunodiagnostico. Como alternativa, el procesamiento puede incluir la deteccién selectiva de los
anticuerpos con ELISA mediante técnicas bien conocidas y establecidas. Como tal, el procesamiento se puede usar
ara obtener anticuerpos policlonales (Blogue 24), que también puede temer como resultado la purificacién de
anticuerpos policlonales (Blogue 26). Como alternativa se pueden usar técnicas bien conocidas en la materia para
obtener anticuerpos monoclonales que también pueden tener como resultado la purificacion de anticuerpos
monoclonales.

IV. Ensayos inmunodiagnésticos

Los anticuerpos anti-topiramato, sean monoclonales o policlonales, se pueden usar en inmunoensayos para
identificar la presencia de topiramato en una muestra, tal como sangre, plasma, suero, tejido, y similares. Esto puede
ser beneficioso para la identificacion o determinacion de parametros farmacocinéticos y / o farmacodinamicos para
topiramato en un paciente o poblacion de pacientes. Por lo tanto, los anticuerpos anti-topiramato se pueden utilizar
en ensayos inmunodiagnésticos en lugar de otros anticuerpos de manera que los ensayos se pueden configurar
para identificar la presencia y, opcionalmente, cuantificar la cantidad de topiramato. Ademas, los ensayos
inmunodiagnésticos pueden utilizar analogos de topiramato de acuerdo con la presente invencién u otros analogos
de topiramato.

A. Inmunoensayo de polarizacién de fluorescencia para topiramato

La tecnologia de inmunoensayo de polarizacion de fluorescencia (FPIA) se basa en la unién competitiva entre un
antigeno / farmaco en una muestra y una concentracién conocida de antigeno / farmaco marcado. La tecnologia
FPIA se describe en las patentes de EE.UU. N° 4.593.089, 4.492.762, 4.668.640, y 4.751.190. Por consiguiente, los
reactivos, sistemas y equipos de FPIA descritos en las referencias incorporadas se pueden utilizar con anticuerpos
anti-topiramato que también son anticuerpos anti-analogos de topiramato.

La tecnologia FPIA se puede utilizar para identificar la presencia de topiramato y se puede utilizar en los ensayos
que cuantifican la cantidad de topiramato en una muestra. En parte, las propiedades rotacionales de moléculas en
solucion permiten que el grado de polarizacion sea directamente proporcional al tamafo de la molécula. En
consecuencia, la polarizacion se incrementa a medida que aumenta el tamafio molecular. Es decir, cuando se utiliza
luz polarizada linealmente para excitar un topiramato o analogo del mismo marcado fluorescente u otro marcado
luminiscente, que es pequefno y gira rapidamente en solucion, la luz emitida se despolariza significativamente.
Cuando el topiramato o analogo marcado fluorescente interacciona con, o se une a, un anticuerpo, la rotacién se
ralentiza y la luz emitida es altamente polarizada. Esto es porque el anticuerpo aumenta significativamente y
mensurablemente el tamafo del complejo. Ademas, el aumento de la cantidad de topiramato no marcado en la
muestra puede dar lugar a la disminucién de la unién del topiramato o analogo marcado fluorescente por el
anticuerpo anti-topiramato, y de ese modo, disminuye la polarizacion de la luz emitida desde la muestra. La relacién
cuantitativa entre polarizacién y concentracion del topiramato no marcado en la muestra se puede establecer
mediante la medicion de los valores de polarizacion de calibraciones con concentraciones conocidas de topiramato.
Por lo tanto, se puede usar la tecnologia FPIA para identificar la presencia y la concentracion de topiramato en una
muestra.

Una realizacion de la presente invencion es un sistema de ensayo FPIA. Un ejemplo de componentes del sistema de
FPIA puede incluir lo siguiente: i) anticuerpos monoclonales o policlonales anti-topiramato capaces de unirse
especificamente a topiramato y a un analogo de topiramato; ii) una muestra sospechosa de contener topiramato; y
i) analogo de topiramato marcado con un resto fluorescente, tal como fluoresceina. Como alternativa, el sistema se
puede proporcionar como un kit exclusivo de la muestra. Adicionalmente, el sistema puede incluir diversas
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composiciones tampdn, composiciones gradiente de concentracién de topiramato o una composicidon madre de
topiramato, y similares.

La Figura 2 es un diagrama de flujo que ilustra una realizaciéon de un procedimiento 110 para realizar un ensayo
FPIA. Como tal, puede obtenerse topiramato marcado luminiscentes o un analogo conjugado puede obtenerse
(Bloque 112), y se puede obtener un anticuerpo anti-topiramato (Bloque 114). Adicionalmente se puede obtener una
muestra, tal como una muestra biolégica de un paciente al que se le esta administrando, sospechosa de contener
topiramato (Bloque 116). Se pueden obtener cantidades o concentraciones conocidas de conjugado de topiramato
marcado luminiscente y anticuerpo y formular en composiciones separadas, tales como en un sistema tampon
estandar, para uso en un ensayo de union competitiva (Bloque 118). El anticuerpo anti-topiramato el conjugado de
topiramato marcado luminiscente se combinan entonces con la muestra biolégica en una solucién de reaccién
(Blogue 120). Se produce una reaccion competitiva entre el conjugado de topiramato marcado luminiscente y la
cantidad desconocida de topiramato en la muestra biolégica con el anticuerpo anti-topiramato en la solucién de
reaccion (Bloque 122). Después de una duracién y / o competencia adecuadas, se ilumina el conjugado luminiscente
(Bloque 124), que puede ser mediante fotoiluminacién, iluminacién quimica, iluminacion por temperatura, y similares.
La polarizacion de la luz emitida por la iluminaciéon se mide después (bloque 126) y se compara con los valores de
polarizacién de cantidades conocidas de topiramato y / o el conjugado luminiscente (Bloque 128), que se pueden
usar para determinar si hay o no topiramato presente en el muestra (bloque 130). Adicionalmente, la comparacion de
las mediciones obtenidas a partir de la muestra biol6gica con mediciones estandarizadas obtenidas a partir de
patrones de concentracion conocidos se puede utilizar para cuantificar la cantidad de topiramato en la muestra
(Bloque 132) y, de este modo, identificar la cantidad de topiramato en el paciente (Bloque 134).

B. Inmunoensayo de microparticulas homogéneas para topiramato

La tecnologia de inmunoensayo con microparticulas homogéneas ("HMI") que se puede denominar ensayos
inmunoturbidimétricos, se basa en la aglutinacién de las particulas y los compuestos en solucién. Cuando las
particulas y / o compuestos quimicos se aglutinan, los tamafos de particula pueden aumentar y aumentar la turbidez
de una solucién. Por consiguiente, los anticuerpos anti-topiramato se pueden utilizar con microparticulas y analogos
de topiramato con el fin de evaluar la presencia, y opcionalmente la cantidad, del topiramato en una muestra. Las
tecnologias HMI pueden ser ventajosas debido a que los inmunoensayos pueden realizarse en sangre, hemolizado
de sangre, suero, plasma, tejido, y / u otras muestras. Los ensayos HMI se pueden configurar para realizarse con
topiramato y / o un analogo cargado sobre una microparticula, o con un anticuerpo anti-topiramato cargaron sobre
una microparticula El uso de una microparticula cargada con analogo puede ser especialmente ventajoso debido a
la capacidad de cargar de manera eficiente la microparticula. En cualquier caso, los ensayos HMI o
inmunoturbidimétricos son bien conocidos en la técnica para la medicion de la aglutinacién de sustancias en una
muestra.

Las tecnologias de ensayos inmunoturbidimétricos se describen en las patentes de EE.UU. N° 5.571.728, 4.847.209,
6.514.770, y 6.248.597. En pocas palabras, en los procedimientos de ensayo homogéneos se hace el uso
predominantemente de atenuacién de la luz, nefelometria o procedimientos turbidimétricos La formacién de un
compuesto AB aglutinado a partir de topiramato (A) y la pareja de unién a la microparticula de anticuerpo anti-
topiramato (B) se puede medir mediante el cambio que se produce en la dispersion o absorcion de la luz incidente
dirigida a la muestra. Como alternativa, el anticuerpo anti-topiramato (A) se puede unir con una microparticula
cargada con topiramato o un analogo. Cuando se utilizan particulas suspendibles que tienen una pareja de unién
inmovilizada, se produce una potenciacién de los efectos que hace posible determinar concentraciones de
topiramato considerablemente mas bajas. Estos procedimientos homogéneos pueden llevarse a cabo de forma
rapida y sencilla, y permiten, en particular, la automatizaciéon de los analisis de las muestras como se describe con
mas detalle mas adelante.

Por ejemplo, en aplicaciones de deteccion selectiva de alto volumen puede ser deseable disponer de procedimientos
de analisis totalmente automatizados. Como tales, se disefar instrumentos para detectar cambios en la dispersion
de la luz por las particulas, tales como particulas de latex sensibilizadas, como resultado de la reaccion especifica
con el analito. Los ensayos que utilizan estos instrumentos pueden hacerse altamente sensible debido a la gran area
de superficie de suspensiones de particulas de latex ya los principios fisicos de la dispersion de la luz. El principio
fundamental de la deteccion implica el cambio de dispersién de luz cuando dos o mas particulas entran en contacto
cercano durante la aglutinacion. Cuando un haz de luz pasa a través de una celda de reaccién que contiene
particulas no aglutinadas, puede haber un cierto grado de dispersion de la luz debida a la refraccién, reflexion,
absorcion y difraccién por las particulas. En consecuencia, este principio puede ser beneficioso para la medicion de
la capacidad de un analito diana, tal como topiramato, para inhibir la aglutinacion de particulas. Durante las primeras
etapas de la union anticuerpo / antigeno de unién comienzan a formarse complejos, en los que estos complejos
pueden alterar sustancialmente la distribuciéon angular de la intensidad de la luz dispersada, porque los complejos
actlan como particulas mas grandes. El cambio de dispersion de la luz como resultado de las particulas mas
grandes por aglutinaciéon se puede medir mediante deteccion turbidimétrica y otros métodos, como se describe con
mas detalle mas adelante. Reactivos QMS® de topiramato de Seradyn permiten la automatizacion completa y son
aplicables a muchos analizadores de quimica clinica.
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La Figura 3 es una ilustracion de un ensayo de competicion que combina un tamp6n de anticuerpo con una muestra
bioldgica que tiene farmaco libre, tal como topiramato, y un reactivo de particulas recubiertas con hapteno, en el que
el hapteno puede ser un analogo de topiramato. En el ejemplo, la muestra biolégica contiene poco o nada de
topiramato, no hay inhibiciéon de la aglutinacién. A medida que la cantidad de topiramato en la muestra aumenta,
puede haber una inhibicién parcial con el fin de dar lugar a sélo aglutinacién parcial. Ademas, una gran cantidad de
topiramato en la muestra puede dar lugar a la inhibicion completa de la aglutinacién. Por lo tanto, el andlisis de la
aglutinacién se puede utilizar para identificar la presencia de topiramato. Ademas, el uso de una curva estandarizada
de concentraciones de topiramato, como se muestra en la Figura 4, se puede utilizar para identificar la cantidad de
topiramato en la muestra basandose en el cambio de absorbancia desde la aglutinacién.

1. Microparticulas cargadas con topiramato

La Figura 5 es un diagrama de flujo que ilustra una realizaciéon de un procedimiento 210 para realizar un ensayo
HMI. En consecuencia, los analogos de topiramato se pueden obtener (Bloque 212) y cargar en una microparticula
(Blogue 214), tal como cualquiera de las microparticulas fabricadas y / o vendidas por Seradyn, Inc. (Indianapolis,
Indiana), que pueden incluir poliestireno, poliestireno modificado con carboxilato, particulas magnéticas recubiertas
con estreptavidina, y similares. Se puede obtener una muestra, tal como una muestra bioldégica de un paciente al
que se le esta administrando, sospechosa de contener topiramato (Bloque 216). Se obtiene un anticuerpo anti-
topiramato, tal como un anticuerpo monoclonal o policlonal, capaz de unirse a topiramato y a analogos de topiramato
de acuerdo con la presente invencién (bloque 218) y después se formula opcionalmente en un sistema de tampdn
estandar (Bloque 220). La composicion de anticuerpo se combina después con la microparticula con topiramato y la
muestra biolégica (Blogue 222), en la que se conocen las cantidades de anticuerpo y del andlogo de topiramato
unidos a la microparticula. Se produce una reaccion competitiva entre el analogo de topiramato inmovilizado sobre
las microparticulas y el topiramato en la muestra biolégica para la unién a una cantidad limitada de anticuerpo anti-
topiramato en la solucion de reaccion (Bloque 224). La aglutinacién de microparticulas cargadas con topiramato con
anticuerpo se inhibe por la presencia de topiramato en la muestra bioldgica, en la que la inhibicién de la aglutinacién
es directamente proporcional a la concentracién de topiramato en la muestra bioldgica. Esto permite determinar la
presencia de topiramato en la muestra mediante ensayos turbidimétricos bien conocidos (Bloque 226).
Adicionalmente, la comparacién de las mediciones obtenidas a partir de la muestra biolégica con mediciones
estandarizadas obtenidas a partir de patrones de concentracion conocidos se puede utilizar para cuantificar la
cantidad de topiramato en la muestra (Bloque 228) y, de este modo, identificar la cantidad de topiramato en el
paciente (Blogque 230).

Una realizacion de la presente invencion es un sistema de ensayo HMI de microparticulas cargadas con analogo de
topiramato. Un ejemplo de componentes del sistema de HMI puede incluir lo siguiente: i) anticuerpos monoclonales
o policlonales anti-topiramato capaces de unirse especificamente a topiramato y a un analogo de topiramato; ii) una
muestra sospechosa de contener topiramato; y iii) analogo de topiramato acoplado a una microparticula, tal como
una microparticula de poliestireno. Como alternativa, el sistema se puede proporcionar como un kit sin la muestra.
Adicionalmente, el sistema puede incluir diversas composiciones tampdn, composiciones gradiente de concentracion
de topiramato o una composicién madre de topiramato, y similares.

ii. Microparticulas cargadas con anticuerpo anti-topiramato

En otra realizacién, que es similar a la descrita anteriormente con respecto a microparticulas cargadas con
topiramato, un anticuerpo anti-topiramato capaz de unirse a topiramato y a un analogo de topiramato se carga en la
microparticula. El analogo de topiramato puede incluir un grupo operativo de eleccion, por ejemplo, seroalblmina
bovina, ovoalblmina, dextrano, y similares. Tiene lugar una reaccion competitiva entre el analogo de topiramato y el
topiramato en la muestra del paciente para la unién al anticuerpo anti-topiramato inmovilizado sobre la
microparticula. Una vez mas, la aglutinacion de microparticulas se inhibe por la presencia de topiramato en la
muestra del paciente.

La Figura 6 es un diagrama de flujo que ilustra otra realizacion de un procedimiento 310 para realizar un ensayo
HMI. Por consiguiente, los anticuerpos anti-topiramato capaces de unirse especificamente a topiramato y a un
analogo de topiramato se pueden obtener (bloque 312) y cargar en una microparticula (Bloque 314). Se puede
obtener una muestra, tal como una muestra biolégica de un paciente al que se le esta administrando, sospechosa de
contener topiramato (Bloque 316). Se puede obtener un analogo de topiramato, en el que el analogo puede incluir un
grupo operativo adecuado (Bloque 318). Se pueden obtener cantidades o concentraciones conocidas de las
microparticulas cargadas con andlogo de topiramato y anticuerpo anti-topiramato se formulan después en
composiciones separadas, tales como en un sistema tampo6n estandar, para uso en un ensayo de unién competitiva
(Blogue 320). A continuacion, la composicion de microparticulas-anticuerpo se combina con la composicion de
analogo de topiramato y la muestra biol6gica (Bloque 322). Se produce una reaccién competitiva entre el analogo de
topiramato y el topiramato en la muestra bioldgica para la unién al anticuerpo anti-topiramato inmovilizado sobre la
microparticula en la solucién de reaccién (Blogque 324). La aglutinacion de las microparticulas cargadas con
anticuerpo anti-topiramato con el analogo de topiramato se inhibe por la presencia de topiramato en la muestra
bioldgica, en la que la inhibicién de la aglutinacion es directamente proporcional a la concentracion de topiramato en
la muestra biologica. Esto permite determinar la presencia de topiramato en la muestra mediante ensayos
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turbidimétricos bien conocidos (Bloque 326). Adicionalmente, la comparacién de las mediciones obtenidas a partir de
la muestra biol6gica con mediciones estandarizadas obtenidas a partir de patrones de concentracion conocidos se
puede utilizar para cuantificar la cantidad de topiramato en la muestra (Bloque 328) y, de este modo, identificar la
cantidad de topiramato en el paciente (Bloque 330).

Una realizacion de la presente invencion es un sistema de ensayo HMI de microparticulas cargadas con anticuerpo
anti-topiramato. Un ejemplo de componentes del sistema de HMI puede incluir lo siguiente: i) microparticulas
cargadas con anticuerpos monoclonales o policlonales anti-topiramato capaces de unirse a topiramato y a un
andlogo de topiramato; ii) una muestra sospechosa de contener topiramato; y iii) analogo de topiramato que
opcionalmente puede incluir un grupo operativo. Como alternativa, el sistema de ensayo se puede proporcionar
como un kit exclusivo de la muestra. Adicionalmente, el sistema de ensayo puede incluir diversas composiciones
tampdn, composiciones gradiente de concentracién de topiramato o una composicion madre de topiramato o
analogo, y similares.

C. Inmunoensayos con donantes de enzimas clonadas para topiramato

Se ha demostrado que los inmunoensayos con donantes de enzimas clonadas (“CEDIA®“ una marca comercial de
Roche Diagnostics) es un procedimiento altamente preciso y eficaz para identificar la presencia y determinar la
cantidad de farmacos terapéuticos. La tecnologia CEDIA® se ha descrito en detalle en las siguientes patentes: (a) la
patente de EE.UU. n? 4.708.929 que divulga procedimientos de ensayos competitivos homogéneos; (b) la patente de
EE.UU. n® 5.120.653 que divulga una secuencia de ADN recombinante que codifica el fragmento de donante de
enzima y un huésped para dicho vector; (c) la patente de EE.UU. N? 5.604.091 que divulga secuencias de
aminoacidos del fragmento de donante de enzima; y (d) la patente de EE.UU. N° 5.643.734 que ensefa kits para
ensayos CEDIA. En pocas palabras, la tecnologia CEDIA® se basa en la competicién del topiramato en la muestra
biol6gica con un analogo acoplado a un fragmento de donante de enzima (“DE”) inactivado genéticamente tal como
de B-D-galactésido galactohidrolasa o B-galactosidasa ("B gal") de E.coli, por la unién a un anticuerpo capaz de
unirse a topiramato. En el caso de que haya topiramato presente en la muestra, se une al anticuerpo y deja la
porcién de del conjugado de andlogo de libre para restaurar la actividad enzimatica de B-D-galactésido
galactohidrolasa o B gal en la mezcla de reaccion para ser capaz de asociarse con fragmentos de aceptores de
enzimas ("EA"). La enzima activa comprendida por el DE y el AE es capaz de producir un producto de reaccién
cuantificable cuando se expone a un sustrato adecuado. Un sustrato preferido es rojo clorofenol B-D-
galactopiranésido ("CPRG”), que se puede escindir mediante la enzima activa en galactosa y CPR, en el que el CPR
se mide mediante absorbancia a una longitud de onda aproximada de 570 nm. En el caso de que no haya
topiramato presente en la muestra, el anticuerpo se une al conjugado DE-andlogo, de modo que se inhibe la
asociacion de los fragmentos de con los fragmentos de AE y se inhibe la restauracion de la actividad enzimatica. La
cantidad de producto de reaccién y el cambio resultante en la absorbancia son proporcionales a la cantidad de
topiramato en la muestra.

La Figura 7 es un diagrama de flujo que ilustra una realizacion de un procedimiento 410 para realizar un ensayo
CEDIA®. De acuerdo con lo anterior se puede obtener un conjugado de topiramato-DE (Bloque 412), que puede ser
mediante acoplamiento de un analogo de topiramato con el DE. Asimismo se puede obtener un AE correspondiente
al DE (Bloque 414). Adicionalmente se puede obtener una muestra, tal como una muestra biolégica de un paciente
al que se le esta administrando, sospechosa de contener topiramato (Bloque 416). El anticuerpo anti-topiramato, que
también puede interaccionar con el conjugado topiramato-DE, se puede obtener mediante procedimientos de
acuerdo con la presente invencion (Bloque 418). Se pueden obtener cantidades o concentraciones conocidas del
conjugado topiramato-DE, AE y anticuerpo anti-topiramato y se formulan después en composiciones separadas,
tales como en un sistema tampo6n estandar, para uso en un ensayo de unidon competitiva (Bloque 420). El conjugado
topiramato-DE y el anticuerpo se combinan después con la muestra biolégica en una solucién de reaccion (Bloque
422). Opcionalmente, el AE también se combina en la solucién de reaccién en este punto o después tras un tiempo
suficiente para que se produzcan interacciones competitivas con el anticuerpo. Se produce una reaccién competitiva
entre la cantidad conocida del conjugado de topiramato-DE y topiramato en la muestra biolégica con la cantidad
conocida del anticuerpo anti-topiramato en la soluciéon de reaccion (Blogue 424). Después de las reacciones
competitivas y se ha introducido el AE en la solucién de reaccién, se introduce un sustrajo DE-AE escindible por la
enzima en la solucién de reaccion (Bloque 426). La actividad enzimédtica entre la enzima DE-EA y se mide el sustrato
escindible por la enzima (Bloque 428), que se puede realizar midiendo la absorbancia de un producto de la escisién
u otra técnica de medicion bien conocida. La medicion de la actividad enzimatica se puede usar para determinar si
hay o no topiramato presente en la muestra (Bloque 430). Adicionalmente, la comparacion de las mediciones
obtenidas a partir de la muestra biolégica con mediciones estandarizadas obtenidas a partir de patrones de
concentracién conocidos se puede utilizar para cuantificar la cantidad de topiramato en la muestra (Bloque 432) vy,
de este modo, identificar la cantidad de topiramato en el paciente (Bloque 434).

Una realizacion de la presente invencion es un sistema de ensayo CEDIA®. Un ejemplo de componentes del sistema
de CEDIA® puede incluir lo siguiente: i) anticuerpos anti-topiramato monoclonales o policlonales capaces de unirse a
topiramato, analogo de topiramato y/o topiramato-DE o topiramato-AE; ii) una muestra que se sospecha que
contiene topiramato; iii) analogo de topiramato acoplado a un DE o un AE; y iv) uno de un DE o AE que se asociara
con el topiramato-DE o topiramato—AE para restaurar la actividad enzimatica de forma que hay DE y AE presente
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en el sistema. Como alternativa, el sistema de ensayo se puede proporcionar como un kit exclusivo de la muestra.
Adicionalmente, el sistema de ensayo puede incluir diversas composiciones tampdén, composiciones gradiente de
concentracion de topiramato o una composicién madre de topiramato, y similares.

D. Inmunoensayos heterogéneos quimioluminiscentes para topiramato

Un ensayo competitivo usando tecnologia de inmunoensayo de microparticulas quimioluminiscente (("CMIA")
también se puede usar para evaluar si hay topiramato presente en una muestra. En la técnica se conocen varios
tipos de tecnologias de CMIA de inmunoensayos heterogéneos para determinar la presencia y/o la cantidad de una
entidad quimica en una muestra. Algunas tecnologias de CMIA se pueden ilustrar mediante las patentes de EE.UU.
N¢ 6.448.091. 5.798.083. y 5.834.206. Los ensayos de CMIA pueden incluir el uso de anticuerpos anti-topiramato
que son capaces de unirse a topiramato y a sus analogos, que estan acoplados a particulas, dichas particulas
magnéticas o particulas adecuadas para separar mediante filtracién, sedimentacion y/u otros medios.
Adicionalmente, un trazador, que puede incluir un analogo de topiramato unido a un resto quimioluminiscente
adecuado, se puede usar para competir con topiramato libre en la muestra del paciente para la cantidad limitada del
anticuerpo anti-topiramato sobre la particula. Una vez que la muestra, el trazador y las particulas de anticuerpo
interaccionan y que con una etapa de lavado de rutina se la eliminado el trazador no unido, la cantidad de trazador
unido a las particulas de anticuerpo se puede medir mediante quimioluminiscencia, en la que la quimioluminiscencia
se expresa en Unidades Luminicas Relativas (ULR). La cantidad de quimioluminiscencia esta relacionada
inversamente con la cantidad de farmaco libre en la muestra del paciente y la concentracién se determina
construyendo una curva estandar usando valores conocidos del farmaco.

La Figura 8 es un diagrama de flujo que ilustra una realizacion de un procedimiento 510 para realizar un ensayo
CMIA. De acuerdo con lo anterior, se puede obtener un conjugado anticuerpo anti-topiramato-particula (Bloque 512),
que se puede realizar acoplando el anticuerpo a una particula, tal como una particula magnética. Asimismo, se
puede obtener un compuesto trazador que incluye un analogo de topiramato que tiene un resto quimioluminiscente
(Blogue 514). Adicionalmente se puede obtener una muestra, tal como una muestra biolégica de un paciente al que
se le esta administrando, sospechosa de contener topiramato (Bloque 516). Se pueden formular cantidades o
concentraciones conocidas del trazador y el conjugado anticuerpo anti-topiramato-particula en composiciones
separadas, tales como en un sistema tampon estandar, para uso en un ensayo de unién competitiva (Bloque 518).
El conjugado anticuerpo anti-topiramato-particula se combina después con la muestra biolégica en una solucion de
reaccion (Bloque 520). Se produce una reaccion competitiva entre el trazador y el topiramato en la muestra biol6gica
por la unién al conjugado anticuerpo anti-topiramato - particula en la solucién de reaccion (Bloque 522). Después de
una duraciéon y/o competencia de unién suficiente, el conjugado anticuerpo-particula se separa de la solucién de
reaccion (Bloque 524). Opcionalmente se puede eliminar todo el topiramato y/o trazador no unido del conjugado
anticuerpo-particula mediante un lavado u otra técnica de separacion (Bloque 526). La cantidad de
quimioluminiscencia se puede determinar excitando el trazador de modo que el resto quimioluminiscente emita luz
por fosforescencia, fluorescencia u otra luminiscencia que es mensurable (Bloque 528). A menudo, la
quimioluminiscencia es fluorescencia, que se mide en ULR. La medicién de la quimioluminiscencia se puede usar
para determinar si hay o no topiramato presente en la muestra (Bloque 530). Adicionalmente, la comparacién de las
mediciones obtenidas a partir de la muestra biolégica con mediciones estandarizadas obtenidas a partir de patrones
de concentracién conocidos se puede utilizar para cuantificar la cantidad de topiramato en la muestra (Bloque 532)
y, de este modo, identificar la cantidad de topiramato en el paciente (Bloque 534).

Una realizacién de la presente invencion es un sistema de ensayo CMIA. Un ejemplo de componentes del sistema
de CMIA puede incluir lo siguiente: i) particulas o microparticulas cargadas con anticuerpos monoclonales o
policlonales anti-topiramato capaces de unirse a topiramato y a un andlogo de topiramato; ii) una muestra
sospechosa de contener topiramato; y iii) un trazador del analogo. Como alternativa, el sistema de ensayo se puede
proporcionar como un kit exclusivo de la muestra. Adicionalmente, el sistema puede incluir diversas composiciones
tampo6n, composiciones gradiente de concentracion de topiramato o una composicion madre de topiramato o
andlogo, y similares.

E. Oftros inmunoensayos para topiramato

Los anéalogos de topiramato, conjugados, anticuerpos, inmundgenos y/u otros conjugados descritos en el presente
documento también son adecuados para cualquiera de una serie de otros inmunoensayos heterogéneos con una
gama de sistemas de deteccién incluidos, entre otros, inmunoensayos enzimaticos o fluorescentes y/u homogéneos,
incluidos, entre otros, ensayos de flujo lateral rapido y matrices de anticuerpos, asi como formatos que todavia se
han de desarrollar.

Aunque en el presentes documento se han descrito varios ensayos inmunodiagnésticos que usan los analogos de
topiramato, conjugados, anticuerpos, inmundgenos y/o trazadores, dichos ensayos también se pueden modificar
como se sabe en la técnica. Como tales, se pueden realizar diversas modificaciones de las etapas o actos para
realizar dichos inmunoensayos dentro del alcance de la presente invencion.
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Ejemplos

Los ejemplos siguientes se proporcionan para ilustrar realizaciones de la prevencion y no se pretende que sean
limitantes. De acuerdo con lo anterior, se han realizado algunos de los ejemplos mediante experimentos y algunos
son proféticos basdndose en las técnicas, normas y resultados bien conocidos en la técnica. Asimismo, sera
evidente que la invencién puede incluir realizaciones adicionales no ilustradas mediante ejemplos. Adicionalmente,
muchos de los ejemplos se han realizado con protocolos experimentales bien conocidos en la técnica usando los
andlogos de topiramato, antigenos, inmundgenos y anticuerpos anti-topiramato preparados de acuerdo con la
presente invencion. Por tanto, los ejemplos se pueden complementar con las referencias siguientes: (a) Caryl Griffin
et al., Microparticle Reagent Optimization: A Laboratory Reference Manual from the Authority on Microparticles,
Seradyn (1994); (b) Boehringer Mannheim Corporation Technical Publications Department, Hitachi Operation
Manual: Version B, Boehringer Mannheim Corporation Laboratory Diagnostic Division (1992); y (c) the NCCLS,
approved guideline agosto 2004

Ejemplo 1

La Figura 9 es una representacion esquematica de una reaccion quimica para convertir el cloruro de topiramato (1)
en un andlogo aminoetilo de topiramato conjugado con sulfamato (2). En un matraz de fondo redondo, a una
solucion de aproximadamente 0,3 ml de N,N-diisopropiletilamina y 0,5 ml de DMF se anaden 0,16 ml de una
solucién de etilendiamina. El matraz se enfria en un bario de hielo y se agita en gas argén ("Ar") antes de afadir una
solucién de 203 mg de cloruro de topiramato e 1,0 ml de DMF para formar una mezcla de reaccién. La mezcla de
reaccion se agita en gas Ar durante 12 horas. El disolvente se evapora a presién reducida para formar un residuo
que se purifica mediante cromatografia en columna ultrarrapida con un eluyente de metanol. Las fracciones que
contienen un analogo aminoetilo de topiramato (2) se combinan y se concentran, para dar aproximadamente 90 mg.

Ejemplo 2

Haciendo referencia continua a la Figura 9 se representa una representacion esquematica de una reaccién quimica
para convertir el analogo aminoetilo de topiramato (2) en otro analogo que tiene un enlazador largo y un éster activo
(3). En un matraz de fondo redondo que esta en un bafio de hielo, a una solucién de 2 ml de DMF anhidro y 0,05 ml
de N,N-diisopropiletilamina se afiaden aproximadamente 150 mg de DSS y después se agitan en Ar. A continuacion,
al matraz se afiaden gota a gota aproximadamente 45 mg del anélogo aminoetilo de topiramato (2) en 1 ml de DMF
(prerrefrigerado en un bafo de hielo) para formar una mezcla de reaccién. La mezcla de reaccion se agita en un
bafio de hielo en Ar durante 3 horas antes de evaporar el disolvente a presion reducida para formar un residuo que
se purifica mediante cromatografia en columna ultrarrapida con un eluyente de acetato de etilo:hexano (8:2). Las
fracciones que contiene el éster activo de topiramato (3) se combinan y se concentran, para dar aproximadamente
20 mg.

Ejemplo 3

La Figura 10A es una representacion esquematica de una reaccion quimica para convertir el topiramato (1) en un
andlogo succinilo de topiramato conjugado con sulfamato (4). En un matraz de fondo redondo de 250 ml, una
solucién de aproximadamente 2 g de topiramato en 20 ml de THF (anhidro) se combina con aproximadamente 2 ml
de N,N-diisopropiletilamina y se agita en Ar. A la solucién anterior se afiaden aproximadamente 1,24 g de anhidrido
succinico y 50 mg de DMAP para formar una mezcla de reaccién. La mezcla de reaccién se agita en Ar durante 12
horas y el disolvente se evapora a presion reducida para formar un residuo. El residuo se purifica mediante
cromatografia en columna ultrarrapida con acetato de etilo como eluyente. Las fracciones que contienen el derivado
succinilo de topiramato (4) se combinan y se concentran, para dar aproximadamente 200 mg.

Ejemplo 4

La Figura 10B es una representacion esquematica de una reaccion quimica para convertir el topiramato (1) en un
analogo glutarilo de topiramato conjugado con sulfamato (5). En un matraz de fondo redondo de 250 ml, una
soluciéon de 400 mg de topiramato en 20 ml de THF (anhidro) se combina con aproximadamente 0,8 ml de N,N-
diisopropiletilamina y se agita en Ar. Se afaden aproximadamente 520 mg de anhidrido glutarico y 20 mg de DMAP
para formar una mezcla de reaccion. La mezcla de reaccion se agita a 60 °C durante 60 horas y el disolvente se
evapora a presion reducida para formar un residuo. El residuo se purifica mediante cromatografia en columna
ultrarrapida con acetato de etilo como eluyente. Las fracciones que contienen el derivado glutarilo de topiramato (5)
se combinan y se concentran, para dar aproximadamente 160 mg.

Ejemplo 5

La Figura 11 es una representacion esquematica de una reaccién quimica para convertir el analogo aminoetilo de
topiramato (2) en un analogo de topiramato conjugado con sulfamato (6) que tiene un grupo éster alifatico. En un
matraz de fondo redondo de 250 ml, una soluciéon de 50 mg de aminoetil topiramato (2) en 10 ml de DMF (anhidro)
se combina con aproximadamente 0,8 ml de N,N-diisopropiletilamina y se agita en Ar. Se afaden aproximadamente
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100 mg de t-butil-4-bromobutirato y 20 mg de DMAP para formar una mezcla de reaccién. La mezcla de reaccion se
agita a 80 °C durante 24 horas y el disolvente se evapora a presion reducida para formar un residuo. El residuo se
purifica mediante cromatografia en columna ultrarrapida con acetato de etilo como eluyente. Las fracciones que
contienen el analogo de topiramato conjugado con sulfamato (6) se combinan y se concentran, para dar
aproximadamente 30 mg.

Ejemplo 6

Haciendo referencia continua a la Figura 11 se representa una representacion esquematica de una reacciéon quimica
para convertir el analogo de topiramato conjugado con sulfamato (6) en otro analogo de topiramato conjugado con
sulfamato (7) que tiene un grupo de &cido carboxilico. En un matraz de fondo redondo de 250 ml, una solucién de 50
mg de analogo de topiramato conjugado con sulfamato (6) en 5 ml de &cido trifluoroacético se combina con 5 ml de
diclorometano y se agita en Ar. La mezcla de reaccién se agita a temperatura ambiente durante 30 minutos y el
disolvente se evapora a presion reducida para formar un residuo. El residuo se purifica mediante cromatografia en
columna ultrarrapida con acetato de etilo como eluyente. Las fracciones que contienen el andlogo de topiramato
conjugado con sulfamato (7) se combinan y se concentran, para dar aproximadamente 20 mg.

Ejemplo 7

Haciendo referencia continua a la Figura 11 se representa una representacion esquematica de una reacciéon quimica
para convertir el analogo de topiramato conjugado con sulfamato (7) en un éster activado de topiramato (8) que tiene
un grupo NHS activo. Especificamente, una solucién de 100 mg del analogo de topiramato (7) en 7 ml de DMF
anhidro se enfria hasta 0 °C y se afiaden 0,1 ml de N,N-diisopropiletilamina para formar una mezcla de reaccion. La
mezcla de reaccion se hace reaccionar mediante la adicién de 110 mg de tetrafluoroborato de O-(N-succinimidil)-
N,N,N',N'-tetrametiluronio. La mezcla de reaccion se deja calentar hasta la temperatura ambiente y se agit6é durante
la noche. La mezcla de reaccion se concentra a presion reducida y el residuo se purifica mediante cromatografia en
columna ultrarrgpida usando acetato de etilo/metanol como eluyente, dando aproximadamente 60 mg del éster
activo de topiramato (8).

Ejemplo 8

La Figura 12 es una representacion esquematica de una reaccion quimica para convertir el topiramato (1) en un
andlogo fenilo de topiramato conjugado con sulfamato (9). En un matraz de fondo redondo de 250 ml, una solucién
de 100 mg de topiramato en 10 ml de diclorometano se combina con 60 mg de 4-carboxibenzaldehido y 40 mg de
cianoborohidruro y se agita en Ar. La mezcla de reaccion se agita a temperatura ambiente durante 1 dia. La reaccién
se inactiva con agua y se extrae tres veces con 50 ml de diclorometano. Las fases organicas se combinan y se
secan sobre sulfato sodico anhidro, se filtran y el disolvente se elimina en un evaporador rotatorio. El residuo se
purifica mediante cromatografia en columna ultrarrapida con acetato de etilo como eluyente. Las fracciones que
contiene el analogo fenilo de topiramato (9) se combinan y se concentran, para dar aproximadamente 50 mg.

Ejemplo 9

Haciendo referencia continua a la Figura 12 se representa una representacion esquematica de una reacciéon quimica
para convertir un analogo fenilo de topiramato (9) en un éster de NHS activado del analogo fenilo (10).
Especificamente, una solucion de 90 mg del analogo fenilo de topiramato (9) en 5 ml de DMF anhidro se enfria hasta
0 °C y se afiaden 0,1 ml de N,N-diisopropiletilamina para formar una mezcla de reaccién. La mezcla de reaccién se
hace reaccionar mediante la adicion de 95 mg de tetrafluoroborato de O-(N-succinimidil)-N,N,N',N'-tetrametiluronio.
La mezcla de reaccion se deja calentar hasta la temperatura ambiente y se agita durante la noche. La mezcla de
reaccion se concentra a presion reducida y el residuo se purifica mediante cromatografia en columna ultrarrapida
usando acetato de etilo/metanol como eluyente, dando aproximadamente 50 mg del éster activo del analogo fenilo
(10).

Ejemplo 10

La Figura 13 es una representacion esquematica de una reacciéon quimica para convertir el topiramato (1) en un
analogo acido butirico de topiramato conjugado con sulfamato (11). En un matraz de fondo redondo de 250 ml, una
solucion de 400 mg de topiramato en 10 ml de diclorometano se combina con 100 mg de cianoborohidruro de sodio
y 100 mg de semialdehido succinico (15 % en peso en agua) y se agita a temperatura ambiente durante la noche.
La reaccion se inactiva con 20 ml de agua desionizada, se acidifica con HCI 0,1N y se extrae tres veces con 40 ml
de diclorometano. Las fases organicas se combinan y se secan sobre sulfato sddico anhidro, se filtran y el disolvente
se elimina en un evaporador rotatorio. El residuo se purifica mediante cromatografia en columna ultrarrapida con
acetato de etilo como eluyente. Las fracciones que contiene el analogo acido butirico de topiramato (11) se
combinan y se concentran, para dar aproximadamente 160 mg.
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Ejemplo 11

Haciendo referencia continua a la Figura 13 se representa una representacion esquematica de una reacciéon quimica
para convertir un analogo acido butirico de topiramato (11) en un éster de NHS activado del analogo acido butirico
(12). Especificamente, una solucion de 100 mg del analogo acido butirico de topiramato (11) en 5 ml de DMF
anhidro se enfria hasta 0 °C y se afiaden 0,1 ml de N,N-diisopropiletilamina para formar una mezcla de reaccion. La
mezcla de reaccion se hace reaccionar mediante la adicién de 105 mg de tetrafluoroborato de O-(N-succinimidil)-
N,N,N',N'-tetrametiluronio. La mezcla de reaccion se deja calentar hasta la temperatura ambiente y se agita durante
la noche. La mezcla de reaccion se concentra a presion reducida y el residuo se purifica mediante cromatografia en
columna ultrarrapida usando acetato de etilo/metanol como eluyente, dando aproximadamente 500 mg del éster
activo del andlogo &cido butirico (12).

Ejemplo 12

La Figura 14 es una representacion esquematica de una reacciéon quimica para convertir el topiramato (1) en un
analogo 9-hidroxi de topiramato (13). En un matraz de fondo redondo de 100 ml, una soluciéon de 40 mg de 9-
hidroxitopiramato en 10 ml de THF (anhidro) se combina con 0,1 ml de N,N-diisopropiletilamina y 0,1 ml de etil-4-
isocianatobutirato y se agita en Ar. La mezcla de reaccion se agita a 80 °C durante dos horas. La reaccion se enfria
hasta la temperatura ambiente y el disolvente se elimina en un evaporador rotatorio para producir un residuo. El
residuo se purifica mediante cromatografia en columna ultrarrdpida con acetato de etilo como eluyente. Las
fracciones que contienen analogo éster de etilo de topiramato (13) se combinan y se concentran, para dar
aproximadamente 20 mg.

Ejemplo 13

Haciendo referencia continua a la Figura 14, se representa una representacion esquematica de una reaccion
quimica para convertir el topiramato en un anélogo 9-hidroxi de topiramato (14). En un matraz de fondo redondo de
10 ml, una solucién de 40 mg del analogo 9-hidroxi-topiramato (j3) en 2 ml de metanol se combina con 2 ml de
NaOH acuoso 1N. La mezcla de reaccidn se agita a temperatura ambiente durante un dia antes de concentrarse a
presioén reducida para producir un residuo. El residuo se purifica mediante cromatografia en columna ultrarrapida con
acetato de etilo como eluyente. Las fracciones que contiene el analogo carboxilato de topiramato (14) se combinan y
se concentran, para dar aproximadamente 20 mg.

Ejemplo 14

Haciendo referencia continua a la Figura 14 se representa una representacion esquematica de una reacciéon quimica
para convertir el analogo carboxilato de topiramato (14) en un éster de NHS activado del analogo de topiramato (15).
Especificamente, una solucién de 100 mg del analogo carboxilato de topiramato (11) en 5 ml de DMF anhidro se
enfria hasta 0 °C y se afiaden 0,1 ml de N,N-diisopropiletilamina para formar una mezcla de reaccién. La mezcla de
reaccion se hace reaccionar mediante la adicion de 105 mg de tetrafluoroborato de O-(N-succinimidil)-N,N,N',N'-
tetrametiluronio. La mezcla de reaccién se deja calentar hasta la temperatura ambiente y se agita durante la noche.
La mezcla de reaccién se concentra a presion reducida y el residuo se purifica mediante cromatografia en columna
ultrarrapida usando acetato de etilo/metanol como eluyente, dando aproximadamente 500 mg del éster activo del
analogo de topiramato (15).

Ejemplo 15

La Figura 15 es una representacién esquematica de una reaccién quimica para convertir un analogo de topiramato
en un antigeno de topiramato (16) con fines ilustrativos. El antigeno de topiramato (16) se basa en la patente de
EE.UU. N° 5.952.182. Una solucién de 109 mg de N-carboximetil-topiramato y 40 mg de N-hidroxisuccinimida (NHS)
en 2 ml de dimetilacetamida y 0,2 ml de N,N-diisopropiletilamina se enfria en un bafio de hielo seco/isopropanol (-
20 °C a -15 °C) y se trata con 100 pl de diciclohexicarbodiimida 3,15 M (240 mg de DCC en dimetilacetamida), para
formar una mezcla de reaccion. La mezcla de reaccion se agita mientras se enfria en el bafio de hielo seco durante
15 minutos antes de anadir otros 100 pl de la solucién de DCC. La mezcla de reaccion se agita durante la noche en
Ar y se deja calentar hasta la temperatura ambiente en un matraz de fondo redondo con un agitador magnético,
aproximadamente 4 ml de tampo6n PBS 0,1 M a pH 7,2 que tiene aproximadamente 70 mg de proteina BSA se agita
mientras se esta enfriando en un bano de hielo. La solucién de proteinas se agita durante 30 minutos y gota a gota
se anade 1 ml de DMSO. La soluciéon de proteinas refrigerada anterior se afade a la mezcla de reaccion de
topiramato gota a gota y se deja agitar durante la noche en un cuarto frio (4 °C). El conjugado resultante se introduce
en un tubo de didlisis (PM de corte 10.000) y después se dializa en 1 | de DMSO al 20 % en PBS a pH 7,2, después
11 de DMSO al 10 % en PBS a pH 7,2, después 1 | de DMSO al 10 % en PBS a pH 7,2 a temperatura ambiente,
seguido después por cuatro cambios con PBS a pH 7,2, a 4 °C (1 L cada vez durante al menos 6 horas cada uno).
La concentracion de proteinas del antigeno (16) se determina como aproximadamente 5,0 mg/ml usando un ensayo
proteico con azul de Coomassie (Bio-Rad).
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Ejemplo 16

La Figura 15 es una representacién esquematica de una reaccién quimica para convertir un analogo de topiramato
en un inmunoégeno de topiramato (17) con fines ilustrativos. El inmunégeno de topiramato (17) se basa en la patente
de EE.UU. N2 5.952.182. Una solucion de 109 mg de N-carboximetil-topiramato y 40 mg de N-hidroxisuccinimida
(NHS) en 2 ml de dimetilacetamida y 0,2 ml de N,N-diisopropiletiamina se enfria en un bafio de hielo
seco/isopropanol (-20 °C a -15°C) y se trata con 100 pl de diciclohexicarbodiimida 3,15 M (240 mg de DCC en
dimetilacetamida), para formar una mezcla de reaccién. La mezcla de reaccion se agita mientras se enfria en el
bafio de hielo seco durante 15 minutos antes de ariadir otros 100 pl de la solucién de DCC. La mezcla de reaccion
se agita durante la noche en Ar y se deja calentar hasta la temperatura ambiente durante la reaccién. En un matraz
de fondo redondo con un agitador magnético, aproximadamente 8 ml de tampon PBS 0,1 M a pH 7,2 que tiene
aproximadamente 80 mg de la proteina KLH se agita enfriandose en un bafio de hielo. La solucion de proteinas se
agita durante 30 minutos y gota a gota se afiade 1 ml de DMSO. La solucion de proteinas refrigerada anterior se
afnade a la mezcla de reaccion de topiramato gota a gota y se deja agitar durante la noche en un cuarto frio (4 °C). El
conjugado resultante se introduce en un tubo de didlisis (PM de corte 10.000) y después se dializa en 1 | de DMSO
al 20 % en PBS a pH 7,2, después 1 | de DMSO al 10 % en PBS a pH 7,2, después 1 | de DMSO al 10 % en PBS a
pH 7,2 a temperatura ambiente, seguido después por cuatro cambios con PBS a pH 7,2, a 4°C (1 L cada vez
durante al menos 6 horas cada uno). La concentracion de proteinas del antigeno (17) se determina como
aproximadamente 1,6 mg/ml usando un ensayo proteico con azul de Coomassie (Bio-Rad).

Ejemplo 17

La Figura 16 es una representacién esquematica de una reaccién quimica para convertir un analogo de topiramato
(3) en un inmunégeno (18). Una soluciéon de 80 mg de hemocianina de lapa californiana (KLH) en 8 ml de PBS a pH
7,2 (fosfato sdédico 0,1 M, cloruro sédico 0,15 M) se enfria en un bafio de hielo. A la soluciéon de KLH se afiaden gota
a gota aproximadamente 5,4 ml de DMSO y se mantiene por debajo de la temperatura ambiente. Una solucién de
20,4 mg del analogo de topiramato (3) en 1,6 ml de DMS se afade gota a gota a la solucién de KLH para formar una
mezcla de reaccion. La mezcla de reaccién se deja agitar a temperatura ambiente durante 40 horas. El inmunégeno
KLH resultante (18) se introduce en un tubo de dialisis (PM de corte 10.000) y se dializa en serie en 1 | de DMSO al
35 % en PBS a pH 7,2, después 1 | de DMSO al 10 % en PBS a pH 7,2, después 1 | de DMSO al 10 % en PBS a pH
7,2 a temperatura ambiente, seguido después por cuatro cambios con PBS a pH 7,2, a temperatura ambiente (1 |
cada vez durante al menos 6 horas cada uno). La concentracion de proteinas del inmunégeno de KLH (18) se
determina como aproximadamente 2,19 mg/ml usando un ensayo proteico con azul de Coomassie (Bio-Rad).

Ejemplo 18

La Figura 17 es una representacion esquematica de una reaccion quimica para convertir un analogo succinilo o
glutarilo de topiramato (4) en un antigeno (19). Aproximadamente 500 mg de BSA se introducen en un matraz de
fondo redondo de 250 ml y se combina con aproximadamente 37,5 ml de PBS. La mezcla se agita en un bafio de
hielo durante una hora y gota a gota se anaden 12,5 ml de DMSO a la solucién de BSA durante un intervalo de 10
minutos. La solucién resultante se agita en un baro de hielo durante 3 horas adicionales. En otro matraz de fondo
redondo, aproximadamente 170 mg del analogo succinilo de topiramato (4) se combinan con 2 ml de DMF y 0,15 ml
de N,N-diisopropiletilamina y se agita en un bafio de hielo en Ar durante 20 minutos. A la solucién del analogo de
topiramato se afladen aproximadamente 130 mg de O,N-succinimidilo, tetrafluoroborato de N,N,N,N-tetrametiluronio
y después se detiene con un tabique de caucho y se agita a 4 °C durante 4 horas. La mezcla del analogo de
topiramato se afiade gota a gota a la solucion de BSA anterior durante 20 minutos. El antigeno de topiramato
resultante se introduce en un tubo de dialisis (PM de corte 10.000) y se dializa en serie en 1 | de DMSO al 30 % en
PBS a pH 7,2, después 1 | de DMSO al 10 % en PBS a pH 7,2, después 1 | de DMSO al 10 % en PBS apH 7,2 a
temperatura ambiente, seguido después por cuatro cambios con PBS a pH 7,2, a temperatura ambiente (1 L cada
vez durante al menos 6 horas cada uno). La concentracion de proteinas del antigeno de topiramato (19) se
determina como aproximadamente 5,0 mg/ml usando un ensayo proteico con azul de Coomassie (Bio-Rad).

Ejemplo 19

La Figura 18 es una representacion esquematica de una reaccién quimica para convertir un analogo succinilo de
topiramato (3) en un antigeno (20). Una soluciéon de 80 mg de BSA en 4 ml de PBS a pH 7,2 (fosfato sédico 0,1 M,
cloruro sédico 0,15 M) se enfria en un bano de hielo. A la solucion de BSA se afaden gota a gota aproximadamente
5,4 ml de DMSO y se mantiene por debajo de la temperatura ambiente. Una soluciéon de 20,4 mg del anélogo de
topiramato (3) en 1,6 ml de DMS se afade gota a gota a la soluciéon de BSA para formar una mezcla de reaccion. La
mezcla de reaccion se deja agitar a temperatura ambiente durante 40 horas. El conjugado de BSA resultante (20) se
introduce en un tubo de dialisis (PM de corte 10.000) y se dializa en serie en 1 | de DMSO al 35 % en PBS a pH 7,2,
después 1 | de DMSO al 10 % en PBS a pH 7,2, después 1 | de DMSO al 10 % en PBS a pH 7,2 a temperatura
ambiente, seguido después por cuatro cambios con PBS a pH 7,2, a temperatura ambiente (1 | cada vez durante al
menos 6 horas cada uno). La concentracién de proteinas del conjugado de BSA (20) se determina como
aproximadamente 5 mg/ml usando un ensayo proteico con azul de Coomassie (Bio-Rad).
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Ejemplo 20

Se obtiene una composicion que contiene anticuerpo policlonal y se realiza un ensayo con el fin de determinar la
cantidad de reactividad cruzada del anticuerpo policlonal con topiramato y un metabolito primario de topiramato. Se
usa una cantidad conocida de topiramato para reaccionar con un anticuerpo anti-topiramato. Se usa una
concentracion conocida de topiramato para calcular la cantidad de reactividad cruzada entre la preparacién de
anticuerpos y el metabolito hidroxi (21) como se muestra en la Figura 19. El porcentaje de reactividad cruzada
equivale a 100 veces la concentracion observada de topiramato en pg/ml, que después se divide por la
concentracién de los metabolitos afadidos en pg/ml. No se observa reactividad cruzada en las muestras que
contiene dichos metabolitos.

Ejemplo 21

Se prepara un anticuerpo policlonal que se une a topiramato usando un andlogo de topiramato que tiene un
conjugado inmunogénico. Mas particularmente, los inmunogenos de topiramato (17) y (18) que tienen el resto
inmunogénico de KLH se usan para generar el anticuerpo policlonal anti-topiramato. Una composicién inmunogénica
se prepara mezclando aproximadamente 0,5 ml de un inmundgeno (17) o (18) que contiene la composicién con
aproximadamente 0,5 ml de adyuvante de Freund. El c6ctel inmunogénico de 1 ml resultante se inyecta después en
un animal, tal como una oveja o un conejo. Las inyecciones inmunogénicas posteriores que tienen el mismo céctel
se administran al animal cada cuatro semanas con el fin de hacer que el animal produzca anticuerpo policlonal anti-
topiramato. Los sueros de los animales se criban mediante ELISA usando los mismos antigenos, como se describe
mas adelante. Adicionalmente, el programa de anticuerpo policlonal se puede implementar con antigenos de
topiramato (16), (19), (20) y similares.

Ejemplo 22

Las placas de ELISA para usar en un ensayo ELISA se preparan para estudiar el anticuerpo policlonal preparado
como se describe en el Ejemplo 21. Como tal, varios antigenos de topiramato (16), (19), y (20) se recubren sobre
diferentes placas de ELISA antes de someterlos al anticuerpo anti-topiramato y competir con el topiramato libre. Mas
particularmente, los antigenos de topiramato se diluyen en tampdn de revestimiento y después se afiaden a los
pocillos de la placa de ELISA. Después de incubar la placa de ELISA durante 60 minutos a 37 °C, el disolvente en el
tampon de revestimiento se decanta y se anade a la placa un tampdn de bloqueo. La placa se incuba de nuevo
durante 60 minutos a 37 °C y el disolvente en el tampdn de bloqueo se decanta de la placa. Después, la placa de
ELISA se almacena con el agente de bloqueo en los pocillos a 2-8 °C durante hasta 1 semana.

Ejemplo 23

El titulo del anticuerpo para un anticuerpo policlonal preparado de acuerdo con el Ejemplo 21 con inmunégeno (17)
se determina usando placas de ELISA como se preparan en el Ejemplo 22. Como tal, se realiza una dilucién en serie
para producir el mismo volumen de 100 pl en cada pocillo. Las diluciones del anticuerpo se preparan entre 1:10 y
1:2000 en PBS a pH 7,4 y que contienen 0,1 % de BSA. Las muestras se diluyen 10 veces y las diluciones se inician
a 1:100 y se diluyen en serie 10 veces en la placa. Después, a cada pocillo de la placa de ELISA se afiaden 100 pl
de una muestra de anticuerpo. Después, la placa se incuba durante 60 minutos a 37 °C y se lava tres veces con 250
pl de PBS a pH 7,4 con 0,05 % de Tween. Después, a cada pocillo de la placa se afiaden 125 ul de un segundo
antigeno diluido (en PBS, pH 7,4), que es diferente del antigeno anterior revestido sobre la placa. El titulo se
determina experimentalmente incubando la placa durante 60 minutos a 37 °C, que después se lava tres veces con
250 pl de PBS a pH 7,4 con 0,05 % de Tween. Después de lavar, a cada pocillo de las placas se afiaden
aproximadamente 125 pl de ABTS y la placa se incuba de nuevo durante 20 minutos. La placa se lee a 405 nm y los
resultados del titulo se proporcionan en la Tabla 1.

TABLA 1
Titulo de ELISA
N? de oveja | Inmundgeno | Antigeno 16 | Antigeno 19 | Antigeno 20
5481 17 210.000 85.000 130.000
5492 17 230.000 44.000 83.000

Estos resultados indican que el titulo de anticuerpos producidos con el inmundgeno (17) no es suficiente para un
inmunoensayo de aglutinacion de microparticulas. Esto es porque el inmunoensayo de aglutinacion de
microparticulas deberia realizarse con un titulo mucho mas alto. Como tal, el inmunégeno (17) no produce
suficientes anticuerpos para usar en algunos protocolos de ensayos inmunodiagnésticos comerciales.
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Ejemplo 24

La avidez de los anticuerpos anti-topiramato preparados con inmundgeno (17) por los analogos de topiramato se
determina mediante un estudio de inhibicién de la union. Como tales, las muestras se preparan en 1 ml de PBS a pH
7,4 con 0,1 % de BSA. Una composicién que tiene un titulo del 30 % de la Umax o titulo del 50 % de la Umax se usa
para dividir el valor del titulo obtenido en aproximadamente la mitad del valor del titulo. Usando un 30 % de la Umax,
un titulo del anticuerpo de 1:10.000 se diluye a 1:5.000 durante la etapa de preparaciéon de la muestra.
Aproximadamente 50 pl del topiramato a concentraciones o valores del calibrador diferentes (0, 2, 4, 8, 16, 32 ug/ml)
se aplican después a una placa como se prepara de acuerdo con el Ejemplo 22. Aproximadamente 50 ul del
anticuerpo diluido se dispensan en la placa y las composiciones en la placa se mezclan durante 1 minuto en un
agitador de placa horizontal. La placa se caracteriza por una primera hilera que no contiene topiramato o anticuerpo
anti-topiramato, en la que la primera hilera se usa como control negativo. Una segunda hilera que no contiene
topiramato se usa como control positivo. La placa se incuba durante 60 minutos y se lava tres veces con 250 pl de
PBS a pH 7,4 con 0,05 % de Tween. Aproximadamente 125 ul de un segundo conjugado de anticuerpos diluido,
tales como antigenos (16), (19), o (20), en PBS a pH 7,4 se afaden a cada pocillo de la placa. El titulo se determina
experimentalmente incubando la placa durante 60 minutos a 37 °C y se lava 3 veces con 250 pl de PBS, a pH 7,4
con 0,05 % de tween. Después, a cada pocillo de la placa se afaden aproximadamente 125 pl de sustrato ABTS y
se incuba durante 20 minutos. La placa se lee a 405 nm y los resultados del titulo se proporcionan en las Tablas 2 y
3.

TABLA 2
Ne de conejo 5481 | Antigeno 16 | Antigeno 19 | Antigeno 20
Topiramato (ug/ml) | Abs | B/Bo | Abs | B/Bo | Abs | B/Bo
0 0,76 | 1,00 | 0,83 | 1,00 | 0,60 | 1,00
2 0,29 | 0,38 | 0,33 | 0,40 | 0,32 | 0,53
4 0,26 | 0,34 | 0,25 | 0,30 | 0,30 | 0,50
8 0,18 | 0,24 | 0,20 | 0,24 | 0,25 | 0,42
16 0,15 | 0,20 | 0,18 | 0,22 | 0,22 | 0,37
32 0,11 | 0,14 | 0,15 | 0,18 | 0,18 | 0,30

TABLA 3
Ne de conejo 5492 | Antigeno 16 | Antigeno 19 | Antigeno 20
Topiramato (ug/ml) | Abs | B/Bo | Abs | B/Bo | Abs | B/Bo
0 0,45 | 1,00 | 0,83 | 1,00 | 0,7 | 1,00
2 0,25 | 0,56 | 0,31 | 0,38 | 0,45 | 0,64
4 0,20 | 0,44 | 0,23 | 0,28 | 0,41 | 0,59
8 0,15 | 0,33 | 0,19 | 0,23 | 0,38 | 0,54
16 0,13 | 0,29 | 0,17 | 0,20 | 0,38 | 0,54
32 0,01 | 0,02 | 0,15 | 0,18 | 0,28 | 0,40

Los perfiles de inhibicion (B/Bo) en las Tablas 2 y 3 muestran que el anticuerpo anti-topiramato que se genera con el
inmunoégeno (17). El inmundégeno (17) también se usa en un inmunoensayo FPIA comercial para mostrar los
cambios crecientes en el porcentaje de inhibicién durante el intervalo del ensayo.

Ejemplo 25

El titulo den anticuerpo para un anticuerpo policlonal preparado de acuerdo con el Ejemplo 21 con inmunégeno (18)
se determina usando placas de ELISA preparadas en el Ejemplo 22. El titulo se determina usando un protocolo
experimental sustancialmente similar con el ejemplo 23. La placa se lee a 405 nm y los resultados se proporcionan
en la Tabla 4.

TABLA 4
Titulo de ELISA
N de oveja | Inmundgeno | Antigeno 16 | Antigeno 19 | Antigeno 20
5490 18 320.000 210.000 980.000
5495 18 320.000 170.000 1.200.000
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El funcionamiento 6ptimo de los ensayos inmunodiagnésticos se puede conseguir con un titulo elevado (requieren
menos anticuerpo, mas barato) y buena absorbancia. Los titulos mas altos son especialmente importantes en un
inmunoensayo de aglutinacion de microparticulas. El inmunégeno (18) es mas inmunogénico que el inmunégeno
(17) debido a un enlazador mas largo que proporciona un epitopo mas accesible. Los resultados de la Tabla 4
indican que el titulo de anticuerpo producido con el inmunégeno (18) es suficiente para usar en un ensayo
inmunodiagnéstico de topiramato comercial, tal como en un inmunoensayo de aglutinacién de microparticulas.

Ejemplo 26

La avidez de los anticuerpos anti-topiramato preparados con el inmunégeno (18) para los analogos de topiramato se
determina mediante un estudio de inhibicion de la unién realizado con un protocolo experimental sustancialmente
similar al del Ejemplo 24. La placa se lee a 405 nm y los resultados se proporcionan en las Tablas 5y 6.

TABLAS
N de conejo 5490 | Antigeno 16 | Antigeno 19 | Antigeno 20
Topiramato (ug/ml) | Abs | B/Bo | Abs | B/Bo | Abs | B/Bo
0 0,72 | 1,00 | 0,55 | 1,00 | 0,4 | 1,00
2 0,25 | 0,35 | 0,10 | 0,18 | 0,25 | 0,63
4 0,20 | 0,28 | 0,06 | 0,10 | 0,24 | 0,60
8 0,15 | 0,21 | 0,04 | 0,07 | 0,22 | 0,55
16 0,12 | 0,17 | 0,03 | 0,06 | 0,21 | 0,53
32 0,10 | 0,14 | 0,02 | 0,04 | 0,20 | 0,50

TABLA 6

N de conejo 5495 | Antigeno 16 | Antigeno 19 | Antigeno 20

Topiramato (ug/ml) | Abs | B/Bo | Abs | B/Bo | Abs | B/Bo
0 0,72 | 1,00 | 0,66 | 1,00 | 0,34 | 1,00
2 0,25 | 0,35 | 0,13 | 0,20 | 0,18 | 0,53
4 0,28 | 0,39 | 0,08 | 0,12 | 0,17 | 0,50
8 0,15 | 0,21 | 0,05 | 0,08 | 0,16 | 0,47
16 0,12 | 0,17 | 0,04 | 0,06 | 0,14 | 0,41
32 0,10 | 0,14 | 0,02 | 0,03 | 0,11 | 0,32

Las tablas 5 y 6 muestran que los perfiles de inhibicion (B/Bo) del anticuerpo anti-topiramato generados con el
inmundgeno (18). Los cambios en B/Bo parecen aumentar durante el intervalo del ensayo. Por tanto, el anticuerpo
es adecuado para el inmunoensayo.

Ejemplo 27

Un ensayo imunoturbidimétrico o Qms®, que es un experimento inmunoturbidimétrico potenciado por particulas
homo@géneas se realiza para analizar los anticuerpos policlonales preparados como en el Ejemplo 21. El ensayo
QMS"™ para el topiramato se realiza usando un kit de dos reactivos liquidos listo para usar, que contiene: R1, que
estad compuesto por anticuerpos policlonales de oveja que se unen con topiramato preparado a partir del
inmundgeno (18) a menos de < 1 % en tampdn bis-tris con aproximadamente 0,05 % de azida sédica; y R2, que esta
compuesto por microparticulas revestidas por topiramato con el antigeno (22) a menos de, 0,5 % con azida sédica al
0,05 %.

Adicionalmente se pueden preparar muestras adecuadas a partir de suero y plasma. Se puede recoger el suero
mediante técnicas de venopuncién estandar y se introduce en tubos de vidrio o de plastico con o sin barreras de gel.
Para garantizar que se ha producido una completa formacion de los coagulos antes de la centrifugacion, algunas
muestras, especialmente las de pacientes que reciben terapia anticoagulante o trombolitica, pueden exhibir un
aumento del tiempo de coagulacion. En el caso en el que la muestra se centrifuga antes de que se forme un coagulo
completo, la presencia de fibrina puede producir resultados erréneos. De acuerdo con lo anterior, el suero se puede
separar de los glébulos rojos en cuanto sea posible la obtencion. El plasma también se puede usar con
anticoagulantes aceptables, tal como heparina de litio, heparina sédica, EDTA potasico y un separador de plasma en
gel de heparina. El plasma se puede obtener mediante técnicas de venopuncion estandar y se introduce en tubos de
vidrio o de plastico. Asimismo, la centrifugacién se usa para garantizar la adecuada eliminacion de las plaquetas. El
plasma se puede separar de los glébulos rojos en cuanto sea posible la obtencidn. Las muestras que contienen
materia particulada o glébulos rojos pueden dar resultados inconsistentes, pero se pueden centrifugar antes de
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analizar a 8.000 a 10.000 RCF recomendados durante 10 minutos para producir una muestra adecuada.

El procedimiento de ensayo se inicia diluyendo la muestra porque las muestras con topiramato se pueden usar para
generar resultados que superan el valor del calibrador mas alto. Como tal, las muestras se pueden diluir
manualmente o usando un protocolo de dilucién integrado automatico. El ensayo se basa en una competicién por los
sitios de union del anticuerpo especificos para topiramato entre el farmaco en la muestra y el farmaco recubierto
sobre una microparticula de reactivo de microparticula recubierta con topiramato se aglutina rapidamente en
presencia del reactivo de anticuerpo anti-topiramato y en ausencia de cualquier farmaco competidor en la muestra.
La tasa de cambio de absorbancia se mide fotométricamente y es directamente proporcionar a la tasa de
aglutinacién de las particulas. Cuando se afiade una muestra que contiene lamotrigina, la reaccion de aglutinacion
se inhibe parcialmente, ralentizando la tasa de cambio de la absorbancia. Se puede obtener una curva de inhibicién
de aglutinacion clasica dependiente de la concentracion, con una tasa maxima de aglutinacion a la concentracién de
topiramato mas baja (a cero pg/ml) y la tasa de aglutinacién mas baja a la concentracion de topiramato mas alta (32

pg/ml).

El ensayo de top@i)ramato QMS® se inicia después de calibrarse usando un procedimiento de calibracién completo (6
puntos). El QMS™ se realiza segun se indica en los manuales de operacion de acuerdo con la experiencia media en
la técnica. Los resultados se muestran en la Tabla 7.

TABLA 7
Anticuerpo policlonal R1 Tasa (Absorbancia delta)
Muestra de topiramato (ug/ml) | Latex recubierto con antigeno de topiramato (19)
0 193
2 159
4 122
8 60
16 16
32 4

Los resultados mostrados en la Tabla 7 indican que las particulas de latex recubiertas con el antigeno de topiramato
(19) pueden competir con eficacia con topiramato por el anticuerpo anti-topiramato. Como tal, el antigeno de
topiramato (18) se puede usar en ensayos inmunoturbidimétricos, especialmente cuando se acopla con una particula
de latex.

Ejemplo 28

La linealidad se puede medir con el fin de ilustrar una capacidad para producir resultados que son directamente
proporcionales a la concentracién de un analito en la muestra de ensayo. Como tal, la linealidad normalmente se
refiere a una respuesta del sistema global y la linealidad de un sistema se puede medir analizando los niveles de un
analito, que se conocen mediante formulacion o relativo conocido entre si. Cuando los resultados del sistema se
representan contra estos valores, el grado hasta el cual la curva representada se adecua a una linea recta es una
medida de la linealidad de un sistema.

El protocolo para demostrar el intervalo lineal de un procedimiento de medicion cuantitativa es bien conocido en la
materia. En pocas palabras, el protocolo se usa para evaluar la linealidad y se analizan las muestras con una matriz
adecuada a las muestras. Se preparan las siguientes muestras: preparar 1 ug/ml de la muestra de topiramato
mediante dilucién de Cal B (2,0 pg/ml) con Cal A (0 ug/ml); preparar 3 ug/ml de la muestra de topiramato mediante
dilucion de Cal C (4,0 pg/ml) con Cal B (2,0 ug/ml); preparar 6 ug/ml de la muestra de topiramato mediante dilucién
de Cal D (8,0 ug/ml) con Cal C (4,0 pg/ml); preparar 11,9 ug/ml de la muestra de topiramato mediante dilucién de
Cal E (15,9,0 pug/ml) con Cal C (8,0 ug/ml); y preparar 23,5 pug/ml de la muestra de topiramato mediante dilucién de
Cal F (31,7 pg/ml) con Cal E (15,9 pg/ml).

Los datos se recogen después de analizar una muestra o un material de control de calidad y se indican como el
resultado promedio de la prueba, que se denomina recuperacién. El porcentaje de recuperacion se calcula segun la
siguiente ecuacion:
Concentracion media recuperada
%Recuperacion = x 100
Concentracion prevista

Las muestras se analizan aleatoriamente durante un Unico ciclo y el porcentaje de recuperacién se proporciona en la
Tabla 8.
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TABLA 8
t((;)?)?r(;?;rtic(lﬁg /ml)teorlca de Concentracion recuperada de topiramato (pug/ml) rZZ:uperacién de
1 0,94 94,0 %
2 2,04 102,0 %
3 3,06 102,0 %
4 4,05 101,3 %
6 6,03 100,5 %
8 7,82 97,8 %
11,9 11,62 97,6 %
15,9 15,59 98,1 %
23,5 23,14 98,5 %
31,7 30,51 96,2 %
Percentil Alto de la Media 98,8 %

El porcentaje de la recuperacion esta dentro del intervalo (115 % a 85 %) Los datos soportan el funcionamiento de
sensibilidad y precisién necesarias en ensayos inmunodiagnosticos comerciales. La linealidad de los resultados se
representa graficamente en la Figura 20.

La presente invencion puede estar contemplada en otras formas especificas sin desviarse del espiritu o las
caracteristicas esenciales de la misma. Las realizaciones descritas se tienen que considerar en todos los aspectos
Unicamente como ilustrativas y no restrictivas. Por tanto, el alcance de la invencion viene indicado por las
reivindicaciones adjuntas mas que por la descripcion anterior. Todos los cambios que vienen con el significado e
intervalo de equivalencia de las reivindicaciones deben contemplarse dentro de su alcance.
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REIVINDICACIONES

1. Un sistema para usar en un ensayo inmunodiagndstico para detectar la presencia de topiramato en una muestra,
comprendiendo el sistema:

un anticuerpo anti-topiramato producido contra una composicion inmunogénica que incluye un inmunogeno
que tienen una estructura de férmula 1, en el que L-X-Y es NH(CH2)o.NHCO(CHz)sCO-Z, en donde Z es un
resto inmunogénico seleccionado de uno de BSA o KLH;y

o
\\S Xy
O, O\
[¢]

7.

e

Férmula 1

o™

un analogo de topiramato que tiene una estructura quimica de Férmula 1;

o)
P
Ou.., 0\
> YRS
ae' o
© (o)
"~
Formula 1

en la que:

L es uno del grupo NH(CH3)2NH, NHCO, NHCH.Ph, SO, COO o O;

X es al menos uno de un enlace entre L e Y, un grupo aromatico o un grupo alifatico; y

Y se selecciona del grupo que consiste en alifatico, alcohol, amina, amida, acido carboxilico, aldehido, éster,
éster activado, éster alifatico, imidoéster, isocianato, isotiocianato, anhidrido, tiol, tiolactona, diazonio,
maleimido, NHS, O-NHS y un enlazador derivado de los mismos acoplado a un grupo operativo.

2. Un sistema como en la reivindicacion 1, en el que el grupo operativo se selecciona del grupo que consiste en
proteinas, lipoproteinas, glicoproteinas, polipéptidos, polisacaridos, acidos nucleicos, polinucleétidos, acidos
teicoicos, isotopos radiactivos, enzimas, fragmentos enzimaticos, fragmentos de donantes de enzima, fragmentos
aceptores de enzimas, sustratos de enzimas, inhibidores de enzimas, coenzimas, restos fluorescentes, restos
fosforescentes, restos de regulacion por aumento anti-stokes, restos quimioluminiscentes, restos luminiscentes,
colorantes, sensibilizantes, particulas, microparticulas, particulas magnéticas, soportes soélidos, liposomas, ligandos,
receptores, isétopos radiactivos de hapteno y combinaciones de los mismos.

3. Un sistema como en la reivindicacion 2, en el que el anticuerpo es un anticuerpo policlonal.
4. Un sistema como en la reivindicacién 2, en el que el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.
5. Un sistema como en la reivindicacion 2, que ademas comprende al menos uno de los siguientes:

una composicién madre de topiramato;

una serie de composiciones que contienen topiramato a concentraciones diferentes, formando la serie
de composiciones un gradiente de concentraciones;

el analogo de topiramato que tiene un resto trazador;

el analogo de topiramato que tiene una microparticula;

el anticuerpo acoplado a una microparticula;

el analogo de topiramato que tiene un donante de enzimas y un correspondiente aceptor de enzimas;

el analogo de topiramato que tiene un aceptor de enzimas y un correspondiente donante de enzimas; o
el anticuerpo cargado sobre una particula adecuado para separar mediante filtracion o sedimentacion; o
el anticuerpo a un titulo de al menos 1:5.000.
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6. Un

ES 2 524 603 T3

procedimiento de realizar un ensayo inmunodiagnéstico para detectar la presencia de topiramato en una

muestra obtenida de un sujeto al que previamente se ha administrado topiramato, comprendiendo el procedimiento:

en

combinar un anticuerpo anti-topiramato y un analogo de topiramato con la muestra para formar una primera
composicion, en la que el anticuerpo anti-topiramato se produce contra una composicion inmunogénica que
incluye un inmundgeno que tiene una estructura de Férmula I, en la que L-X-Y es NH(CHz)>2NHCO(CH.)sCO-
R, en donde R es uno de BSA o KLH;

o
\\S/L-X-Y
Ou,,. 0\
O / o
oW O
O
O
Formula 1

dejar que cualquier topiramato libre de la muestra y el analogo de topiramato compita por la unién con el
anticuerpo.

detectar la unién entre el analogo de topiramato y el anticuerpo; y

en donde el analogo de topiramato tiene una estructura quimica de Férmula 1;

(o]
\\S,L_X—Y
O... 0\
P4 7.0 ©
o Lawy
© 0
“—
Formula 1
la que:

L es uno del grupo NH(CH2)2NH, NHCO, NHCHzPh, SO,, COO o O;

X es al menos uno de un enlace entre L e Y, un grupo aromatico o un grupo alifatico; y

Y se selecciona del grupo que consiste en alifatico, alcohol, amina, amida, acido carboxilico, aldehido, éster,
éster activado, éster alifatico, imidoéster, isocianato, isotiocianato, anhidrido, tiol, tiolactona, diazonio,
maleimido, NHS, O-NHS y un enlazador derivado de los mismos acoplado a un grupo operativo.

7. Un procedimiento como en la reivindicacién 6, en el que el grupo operativo se selecciona del grupo que consiste
en proteinas, lipoproteinas, glicoproteinas, polipéptidos, polisacaridos, acidos nucleicos, polinucleétidos, acidos
teicoicos, isotopos radiactivos, enzimas, fragmentos enzimaticos, fragmentos de donantes de enzima, fragmentos
aceptores de enzimas, sustratos de enzimas, inhibidores de enzimas, coenzimas, restos fluorescentes, restos
fosforescentes, restos de regulacion por aumento anti-stokes, restos quimioluminiscentes, restos luminiscentes,
colorantes, sensibilizantes, particulas, microparticulas, particulas magnéticas, soportes soélidos, liposomas, ligandos,
receptores, is6topos radiactivos de hapteno y combinaciones de los mismos

8. Un procedimiento como en la reivindicacion 6, que ademas comprende:

obtener el analogo de topiramato y el anticuerpo, en donde uno del analogo de topiramato y el anticuerpo esta
acoplado con una microparticula;

irradiar la primera composicién con luz incidente; y

detectar una primera intensidad de la luz transmitida desde la primera composicion.

9. Un procedimiento como en la reivindicacion 8, que ademas comprende:

identificar una intensidad minima de luz transmitida desde una composicién de unién control que tiene el
analogo de topiramato y anticuerpo y que no tiene topiramato libre;

comparar la intensidad minima de la luz transmitida con la primera intensidad de la luz transmitida; y
determinar si hay topiramato presente en la muestra, en donde si la intensidad minima es diferente de la
primera intensidad es una indicacién de que hay topiramato presente en la muestra.
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10. Un procedimiento como en la reivindicacion 8, que ademas comprende:

combinar una cantidad conocida de topiramato con el andlogo de topiramato y el anticuerpo para formar una
composicion de union control;

irradiar la composicion de unién control con luz incidente;

detectar una segunda intensidad de luz transmitida desde la composicién de unién control; y

determinar la cantidad de topiramato presente en la muestra, en donde una comparacion entre la primera
intensidad y la segunda intensidad es una indicacién de la cantidad de topiramato presente en la muestra.

11. Un procedimiento como en la reivindicacion 6, que ademas comprende:

obtener el analogo de topiramato, en el que el analogo de topiramato tiene un resto trazador;
separar el anticuerpo de la primera composicion;

separar el analogo de topiramato no unido del anticuerpo; y

detectar el resto trazador unido con el anticuerpo.

12. Un procedimiento como en la reivindicacion 11, que ademas comprende:

combinar una cantidad conocida de topiramato con el analogo de topiramato y el anticuerpo para formar una
composicion de union control;

separar el anticuerpo de la primera composicion de unién control;

detectar una primera cantidad de resto trazador unido al anticuerpo desde la primera composicion;

detectar una segunda cantidad de resto trazador unido al anticuerpo desde la composicion de unién control; y
determinar la cantidad de topiramato presente en la muestra, en el que una comparacion entre la primera
cantidad de resto trazador y la segunda cantidad del resto trazador es una indicacion de la cantidad de
topiramato presente en la muestra.

13. Un procedimiento como en la reivindicacion 11, en el que el anticuerpo esta acoplado con una particula.

14. Un procedimiento como en la reivindicacion 13, en el que la particula es una particula magnética.
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