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DESCRIPCION
7-Hidroxicumarinas sustituidas con heterociclo reactivas y sus conjugados
Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

La invencion se refiere a productos quimicos fluorescentes, incluyendo tintes reactivos, a conjugados de tinte y a sus
usos.

Descripcion de la técnica relacionada

Las sondas fluorescentes especificas de analito son reactivos Utiles para el analisis de analitos en una muestra. Los
analitos se marcan mediante unién especifica a las sondas, y el marcaje facilita la deteccion del analito. Las
aplicaciones de sondas fluorescentes para el analisis de analitos en una muestra incluyen inmunoensayos de
fluorescencia, incluyendo la identificacion y/o separacion de subpoblaciones de células en una mezcla de células por
citometria de flujo, microscopia de fluorescencia y visualizacion de analitos separados en gel por tincion de
fluorescencia. Estas técnicas se describen por Herzenberg et al., “CELLULAR IMMUNOLOGY" 32 ed., capitulo 22;
Blackwell Scientific Publications (1978); por Goldman, "FLUORESCENCE ANTIBODY METHODS" Academic Press,
Nueva York, (1968) y por Taylor et al., “APPLICATIONS OF FLUORESCENCE IN THE BIOMEDICAL SCIENCES”,
Alan Liss Inc., (1986).

Cuando se emplean tintes fluorescentes con los fines anteriores, hay muchas consideraciones que afectan a la
eleccion del tinte fluorescente. Una consideracion es las caracteristicas de absorcion y emision del tinte fluorescente,
puesto que muchos ligandos, receptores y materiales de la muestra bajo ensayo, p.ej. sangre, orina y liquido
cerebroespinal, tendran fluorescencia e interferiran con una determinacion exacta de la fluorescencia del marcador
fluorescente. Este fendbmeno se llama autofluorescencia o fluorescencia de fondo. Una segunda consideracion es la
capacidad de conjugar el tinte fluorescente con ligandos, receptores y otros materiales bioldgicos y no bioldgicos, y
el efecto de dicha conjugacion sobre el tinte fluorescente. En muchas situaciones, la conjugacién con otra molécula
puede dar como resultado un cambio sustancial en las caracteristicas fluorescentes del tinte fluorescente y, en
algunos casos, destruir sustancialmente o reducir la eficacia cuantica del tinte fluorescente. También es posible que
la conjugacion con el tinte fluorescente inactive la funcién de la molécula que estd marcada. Una tercera
consideracion es la eficacia cuantica del tinte fluorescente, que es preferiblemente alta para una deteccién sensible.
Una cuarta consideracion es la capacidad de absorcién de luz, o coeficiente de extincion, de los tintes fluorescentes,
que es preferiblemente lo mayor posible. Una consideracion adicional es si las moléculas fluorescentes
interaccionaran entre si cuando estén en estrecha proximidad, dando como resultado un autoapagamiento. Otra
consideracion es si hay union no especifica del tinte fluorescente a otros compuestos o las paredes del envase, por
si mismos o junto con el compuesto con el que esta conjugado el tinte fluorescente.

La aplicabilidad y valor de los métodos indicados anteriormente estan estrechamente ligados a la disponibilidad de
compuestos fluorescentes adecuados. En particular, existe la necesidad de sustancias fluorescentes que puedan
excitarse por fuentes de laser viables comerciales tales como laser violeta (405 nm), laser de argén (488 nm) y laser
de He-Ne (633 nm). Hay muchos tintes fluorescentes desarrollados para laser de argén (excitacion a 488 nm) y laser
de He-Ne (excitacion a 633 nm). Por ejemplo, la fluoresceina, que se excita bien por el laser de argén a 488 nm, es
un emisor Util en la regién verde. Sin embargo, hay pocos tintes fluorescentes disponibles para el Iaser violeta a 405
nm.

Ciertos tintes de cumarina han demostrado utilidad para una variedad de aplicaciones de deteccion bioldgica.
Véanse, por ejemplo, la patente de EE.UU. n° 6.207.404 de Miller et al.; la patente de EE.UU. n° 5.830.912 de Gee
et al. y la patente de EE.UU. n° 4.956.480 de Robinson. En comparacion con otros tintes fluorescentes tales como
fluoresceinas, rodaminas y cianinas, muchos tintes de cumarina tienen ciertas propiedades ventajosas. EI menor
tamafio de los tintes de cumarina minimiza el efecto del tinte sobre la afinidad y especificidad de un reactivo
especifico de antigeno marcado con tinte. Ademas, las cumarinas menores tienen mayor eficacia de marcaje que
fluoresceinas, rodaminas y cianinas. No obstante, muchos tintes de cumarina son conocidos por compartir ciertas
desventajas, tales como un fuerte apagamiento de la fluorescencia de los tintes de hidroxicumarina conjugados con
proteinas, debido a su fuerte hidrofobicidad y alto pKa. El apagamiento de fluorescencia de la cumarina es el
resultado del autoapagamiento (distancia estrecha entre marcajes de cumarina) y/o por el apagamiento por residuos
aminoacidicos ricos en electrones (tales como histidina triptéfano y tirosina, etc.). Ademas, la absorcion tipicamente
débil a 405 nm de las cumarinas limita seriamente sus aplicaciones para analizar células usando un laser de
excitacion violeta, tal como el usado en algunos citémetros de flujo.

Se han usado cumarinas cloradas para marcar moléculas organicas pequefas (p.ej., Zlokarnik ef al., 1998, Science

279: 84 y patente de EE.UU. n° 5.955.604). Para marcar moléculas organicas pequefas, ni el autoapagamiento ni el

apagamiento por el sustrato son un problema grave, porque solo esta presente una sola molécula de cumarina en

cada conjugado. En contraposicion, para marcar anticuerpos, tanto el autoapagamiento como el apagamiento por el

sustrato son un problema significativo, porque es deseable conjugar multiples moléculas de tinte con cada

anticuerpo. Se considera generalmente que la cloraciéon de cumarinas o fluoresceinas daria como resultado un
2
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marcaje inferior de los anticuerpos debido al denominado “efecto del atomo pesado” y la hidrofobicidad aumentada
(patente de EE.UU. n°® 5.516.629 de Park et al.; patente de EE.UU. n° 5830912 de Gee et al.; patente de EE.UU. n°®
6.472.205 de Tsien y Zlokarnik; Haugland, “Handbook of Fluorescent Probes and Research Chemicals, Molecular
Probes”, 92 ed., pag. 7-74, 2002).

La solicitud de patente de EE.UU. en tramitacion junto con la presente de n° de serie 12/220.939, presentada el
29/07/2008 (publicada como US 2010-0029017), describe anticuerpos conjugados con una pluralidad de tintes de 7-
hidroxicumarina monoclorada y su uso en ensayos biolégicos. Estos tintes de hidroxicumarina monoclorada exhiben
inesperadamente un autoapagamiento reducido cuando se usan como marcadores de anticuerpo con multiples
tintes por anticuerpo. Estos anticuerpos marcados con tinte exhiben tipicamente maximos de absorbancia cercanos
a 405 nm y exhiben una emisién maxima en el azul.

El documento US 5.830.912 da a conocer 6,8-difluoro-7-hidroxicumarinas y derivados de 6,8-difluoro-7-
hidroxicumarinas, incluyendo tintes reactivos, conjugados de tinte y sustratos enzimaticos. Estos tintes fluorescentes
sustituidos con fllor poseen tipicamente mayor fotoestabilidad y menor sensibilidad al pH en el intervalo de pH
fisiolégico que sus analogos no fluorados, exhiben menos apagamiento de fluorescencia cuando se conjugan con
una sustancia, poseen espectros de absorciéon y emisién que coinciden estrechamente con los de sus analogos no
fluorados y exhiben también mayores rendimientos cuanticos que sus analogos no fluorados.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion proporciona tintes de 7-hidroxicumarina sustituida con heterociclo hidrosolubles y derivados
de tintes de 7-hidroxicumarina sustituida con heterociclo hidrosolubles, incluyendo tintes reactivos y conjugados de
tinte.

Los tintes de 7-hidroxicumarina sustituida con heterociclo hidrosolubles de la presente invenciéon exhiben
combinaciones novedosas de propiedades que hacen a estos tintes fluorescentes particularmente adecuados para
uso en ensayos biolégicos, incluyendo para uso como marcadores de biopolimeros. Se ha descubierto que la
sustituciéon con heterociclo y la adicion de grupos hidrosolubles a 7-hidroxicumarinas da como resultado
inesperadamente una nueva clase de cumarinas fluorescentes utiles en ensayos biolégicos y para preparar
conjugados bioldégicos que tienen una fuerte absorcion de 405 nm y son altamente fluorescentes. Ademas, la
halogenacion de 7-hidroxicumarinas sustituidas con heterociclo reduce significativamente el pKa de los tintes de
cumarina, de modo que los conjugados de cumarina resultantes tienen su fluorescencia maxima en el intervalo de
pH fisiolégico. Estos tintes de 7-hidroxicumarina sustituida con heterociclo son fuertemente fluorescentes, y la
intensidad de fluorescencia potenciada de los conjugados de tinte de 7-hidroxicumarina sustituida con heterociclo de
la invencion da como resultado una mayor sensibilidad del ensayo.

Los tintes de 7-hidroxicumarina sustituida con heterociclo de la invencion exhiben tipicamente maximos de
absorbancia cercanos a 405 nm, y los tintes de la invencion pueden seleccionarse para coincidir con las lineas de
emision principales de un laser violeta como se presenta, por ejemplo, en muchos citdmetros de flujo. Es una ventaja
particular de los tintes reactivos y conjugados de tinte de la presente invencion que esta clase de tintes exhiben
tipicamente su emision maxima en el verde (aproximadamente 500-540 nm). A nuestro entender, la presente
invencioén proporciona la primera descripcion de una clase de tintes fluorescentes de molécula pequefia que emiten
en el verde y son Utiles para marcar moléculas bioldgicas en condiciones de reaccion de ensayo bioldgico tipicas.

En un aspecto, la presente invenciéon proporciona compuestos de 7-hidroxicumarina sustituida con heterociclo
hidrosolubles quimicamente reactivos Utiles como tintes fluorescentes. Los tintes de 7-hidroxicumarina sustituida con
heterociclo hidrosolubles reactivos de la invencién pueden reaccionar con una amplia variedad de sustancias
organicas o inorganicas (“sustrato”) que contienen o estan modificadas para contener grupos funcionales con
reactividad adecuada, dando como resultado la conjugacion del tinte con la sustancia. En un aspecto de la
invencion, se usan los tintes reactivos de la invencién para tefir o marcar fluorescentemente de forma directa una
muestra, de modo que la muestra pueda detectarse, identificarse o cuantificarse.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona conjugados de tinte que comprenden una o mas 7-
hidroxicumarinas sustituidas con heterociclo hidrosolubles de la invencion conjugadas con un sustrato que es un
biopolimero o un anticuerpo. En realizaciones preferidas, se usan conjugados de tinte como reactivos de deteccion
fluorescentes para detectar, identificar, localizar o cuantificar analitos en una muestra.

En una realizacion preferida de la invencion, el sustrato de conjugado de tinte es un biopolimero, y el biopolimero se
conjuga con una o mas de las 7-hidroxicumarinas sustituidas con heterociclo hidrosolubles de la invencion,
obteniendo un biopolimero fluorescente. Los conjugados de tinte de biopolimero fluorescentes de la invencion tienen
utilidad como reactivos de deteccién, o como parte de ellos, incluyendo reactivos de deteccién especificos de
analito. Los biopolimeros utiles incluyen, por ejemplo, polimeros aminoacidicos, polimeros de acido nucleico,
polisacaridos, carbohidratos y lipidos. En una realizacion preferida, el componente biopolimérico del conjugado de
tinte-biopolimero es un polimero aminoacidico, como se define ampliamente en la presente memoria. En una
realizacion preferida, el biopolimero es un anticuerpo monoclonal.
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En otro aspecto, la presente invencién proporciona kits que contienen los tintes reactivos o conjugados de tinte de la
presente invencion. Los kits de la presente invencién pueden contener componentes adicionales Utiles para llevar a
cabo la aplicacion pretendida, tales como otros reactivos o tampones.

Los tintes de 7-hidroxicumarina sustituida con heterociclo hidrosolubles reactivos de la invencion tienen la estructura
de férmula 3:

Ry R

HO 0.0 1Ry
p—; ¢
R3 SN
Ry Ry Ry2
en la que
XesOo0S;

R1, Rz, Rz y R4 son independientemente H, halégeno, alquilo, alcoxilo, ariloxilo, tiol, alquiltiol, ariltiol, azido, amino,
hidroxilo, sulfonilo, fosfonilo o acido borénico; o alquilo o alcoxilo que estan sustituidos opcionalmente a su vez una o
mas veces con halégeno, amino, hidroxilo, sulfonilo, fosfonilo, carbonilo o acido borénico;

Ri10, R11 ¥ Ri2 son independientemente H, halégeno, alquilo, alcoxilo, ariloxilo, tiol, alquiltiol, ariltiol, azido, amino,
hidroxilo, sulfonilo, fosfonilo, acido borénico L-RG o WSG; o alquilo o alcoxilo que estan sustituidos opcionalmente a
Su vez una o mas veces con halégeno, amino, hidroxilo, sulfonilo, fosfonilo, carbonilo, acido borénico, L-RG o WSG;

RG es un grupo quimicamente reactivo que es acrilamida, amina, acido carboxilico, éster activado de acido
carboxilico, acilazida, acilnitrilo, aldehido, haluro de alquilo, anhidrido, haluro de arilo, azida, aziridina, boronato,
diazoalcano, halogenoacetamida, halogenotriazina, hidrazina, hidroxilamina, imidoéster, isotiocianato, maleimida,
complejo de platino reactivo, haluro de sulfonilo o derivado de psoraleno;

L es un ligador opcional que es nulo, alquilo, alcoxilo, tioalquilo, aminoacido, sulfoaminoacido, poliamina,
polietilenglicol, arilo o heteroarilo;

WSG es un grupo hidrosoluble que es sulfonato, tiosulfato, fosfonato, boronato, amonio, piridio, quinolio o acridio;
al menos uno de R1g, R11y Ry2 contiene L-RG; y
al menos uno de Rig, R11y Ri2 es WSG.

En una realizacion preferida, los tintes de 7-hidroxicumarina sustituida con heterociclo hidrosolubles reactivos de la
presente invencion tienen la estructura de férmula 4:

en la que

XesOo0S;

R1, Rz, Rz y R4 son independientemente H, halégeno, alquilo, alcoxilo, ariloxilo, tiol, alquiltiol, ariltiol, azido, amino,
hidroxilo, sulfonilo, fosfonilo o acido borénico; o alquilo o alcoxilo que estan opcionalmente sustituidos a su vez una o
mas veces con halégeno, amino, hidroxilo, sulfonilo, fosfonilo, carbonilo o acido borénico;

Rio y Ry1 son independientemente H, haldégeno, alquilo, alcoxilo, ariloxilo, tiol, alquiltiol, ariltiol, azido, amino,
hidroxilo, sulfonilo, fosfonilo, acido borénico, L-RG o WSG; o alquilo o alcoxilo que estan opcionalmente sustituidos a
Su vez una o mas veces con halégeno, amino, hidroxilo, sulfonilo, fosfonilo, carbonilo, acido borénico, L-RG o WSG;
RG es un grupo quimico reactivo como se define anteriormente;

L es un ligador opcional como se define anteriormente;
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WSG es un grupo hidrosoluble como se define anteriormente;
al menos uno de Rio y R11 contiene L-RG;

al menos uno de R y R11 es WSG; y

al menos uno de Rio y R11 contiene un sulfonato.

En otra realizacion preferida, los tintes de 7-hidroxicumarina sustituida con heterociclo hidrosolubles reactivos de la
presente invencion tienen la estructura de férmula 5:

en la que
XesOoS;
R1, Rz, Rz y R4 son independientemente hidrégeno, cloro o fluoro;
R10 ¥ R11 son independientemente hidrégeno, cloro, fluoro o sulfonato;
RG es un grupo quimico reactivo como se define anteriormente;
L es un ligador opcional como se define anteriormente, y
en la que al menos uno de Rio y R11 es un sulfonato.
En otra realizacion preferida, los tintes de 7-hidroxicumarina sustituida con heterociclo hidrosolubles reactivos de la
presente invencion tienen la estructura de férmula 6:
Ra
HO o .o RI0O Ry
)
2 s L—RG
Ra Ry

R3

en la que

R1, Rz, Rz y R4 son independientemente hidrogeno, cloro o fluoro;

R10 ¥ R11 son independientemente hidrégeno, cloro, fluoro o sulfonato;
RG es un grupo quimico reactivo como se define anteriormente;

L es un ligador opcional que es nulo, alquilo, alcoxilo, tioalquilo, aminoacido, sulfoaminoacido, poliamina,
polietilenglicol, arilo, arilalquilo o heteroarilo, y

en la que al menos uno de Rio y Ri1 es un sulfonato.

En otra realizacion preferida, los tintes de 7-hidroxicumarina sustituida con heterociclo hidrosolubles reactivos de la
presente invencion tienen la estructura de férmula 7:
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R3 y R4 son independientemente hidrégeno, cloro o fluoro;

R10 ¥ R11 son independientemente hidrégeno, cloro, fluoro o sulfonato;

n esunenterode 1a10;y

en la que al menos uno de Rio y Ri1 es un sulfonato.

Resultan evidentes realizaciones preferidas adicionales a partir de las reivindicaciones dependientes.

En otra realizacion preferida, los tintes de 7-hidroxicumarina sustituida con heterociclo hidrosolubles reactivos de la

invencion tienen la estructura de férmula 8:

en la que

R3 y R4 son independientemente hidrégeno, cloro, fluoro o sulfonato; y

al menos uno de R1o ¥y R11 es un sulfonato.

Se dan en la Tabla 1 siguiente realizaciones seleccionadas de los tintes reactivos de la presente invencion. El
numero de tintes reactivos de la Tabla 1 corresponde a la numeracion de los compuestos descritos en los ejemplos.

Tabla 1

Tintes reactivos ejemplares de la invencion

Tinte Estructura
HO o_ 0 -
G
7
HO O 0
5 o+
q ct Z ) NH-—NH;
/0
R
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13A

14

19

25

29




ES 2 548 380 T3

|50

56

66
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70

72

75

77

100
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| 101

| 102

103

104

*No segun la invencion

Los conjugados de tinte de la invencién comprenden un sustrato con el que estan conjugados uno o mas tintes de la
invencion. Tipicamente, los conjugados de tinte se producen mediante una reaccion entre un tinte reactivo de la
invencion y un sustrato que contiene o se ha modificado para contener grupos funcionales con reactividad
adecuada, dando como resultado la fijacion quimica del tinte al sustrato. Como resultado de la reaccién de
conjugacion entre el tinte reactivo y los grupos funcionales en el sustrato, se incorporan tipicamente uno o mas
atomos del grupo reactivo del tinte a un nuevo ligamiento que fija el tinte al sustrato.

En general, los conjugados de tinte de la invencion tienen la estructura de férmula 11:

Ra R
HO 0.0 j}R“
il
Ra 2 ""x'% sSuUB
R, Ry - Rp
== n

en la que
XesOo0S;

10
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R1, Rz, R3 y R4 son independientemente H, halégeno, alquilo, alcoxilo, ariloxilo, tiol, alquiltiol, azido, amino, hidroxilo,
sulfonilo, fosfonilo o acido borénico; o alquilo o alcoxilo que estan opcionalmente sustituidos a su vez una o mas
veces con halégeno, amino, hidroxilo, sulfonilo, fosfonilo, carbonilo o acido borénico;

Ri10, R11 ¥ Ri2 son independientemente H, halégeno, alquilo, alcoxilo, ariloxilo, tiol, alquiltiol, ariltiol, azido, amino,
hidroxilo, sulfonilo, fosfonilo, acido borénico o WSG; o alquilo o alcoxilo que estan opcionalmente sustituidos a su
vez una o mas veces con halégeno, amino, hidroxilo, sulfonilo, fosfonilo, carbonilo, acido borénico o WSG;

WSG es un grupo hidrosoluble que es un sulfonato, tiosulfato, fosfonato, boronato, amonio, piridio, quinolio o acridio;
n es un entero de 1 a 35;

SUB es un sustrato que es un biopolimero o un anticuerpo;

al menos uno de Rio, R11 y Ri2 esta unido covalentemente a SUB a través de un ligador opcional L, en la que L es
nulo, alquilo, alcoxilo, tioalquilo, aminoacido, sulfoaminoacido, poliamina, polietilenglicol, arilo o heteroarilo; y

al menos uno de Rig, R11y Ri2 es WSG.

En una realizacion preferida, los conjugados de tinte de la invencion tienen la estructura de férmula 12:

s R
HO 0.0 ];R11
Iiw
Z AL sus
x|
Ry Ry
- =N
en la que
XesOoS;

R1, Rz, Rz y R4 son independientemente H, halégeno, alquilo, alcoxilo, ariloxilo, tiol, alquiltiol, ariltiol, azido, amino,
hidroxilo, sulfonilo, fosfonilo o acido borénico; o alquilo o alcoxilo que estan opcionalmente sustituidos a su vez una o
mas veces con halégeno, amino, hidroxilo, sulfonilo, fosfonilo, carbonilo o acido borénico;

Rio y Rs1 son independientemente H, haldégeno, alquilo, alcoxilo, ariloxilo, tiol, alquiltiol, ariltiol, azido, amino,
hidroxilo, sulfonilo, fosfonilo, acido borénico o WSG; o alquilo o alcoxilo que estan opcionalmente sustituidos a su
vez una o mas veces con halégeno, amino, hidroxilo, sulfonilo, fosfonilo, carbonilo, acido borénico o WSG;

WSG es un grupo hidrosoluble como se define anteriormente;

n es un entero de 1 a 35;

SUB es un sustrato como se define anteriormente;

al menos uno de Rio y Ri1 esta unido covalentemente a SUB a través de un ligador L opcional como se define
anteriormente;

al menos uno de Rig y R11 es WSG; y
al menos uno de Rip y R11 contiene un sulfonato.

En otra realizacion preferida, los conjugados de tinte de la invencion tienen la estructura de formula 13:

Ry
HO o_ 0 RI0O Ry

[\
P s> —L—suB
R, Ry

R3

en la que

11
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XesOo0S;

R1, Rz, Rz y R4 son independientemente hidrégeno, cloro o fluoro;

R10 ¥ R11 son independientemente hidrégeno, cloro, fluoro o sulfonato;

L es un ligador opcional como se define anteriormente;

SUB es un sustrato como se define anteriormente; y

en la que al menos uno de Rio Y R11 es un sulfonato.

Adicionalmente, son evidentes realizaciones adicionales a partir de las reivindicaciones dependientes.

Las realizaciones preferidas de restos heterociclicos, ligadores y grupos hidrosolubles son como se describen para
los tintes reactivos anteriores. Ademas, la presente invencién se refiere a un método de deteccion de un analito en
una muestra que comprende

a) combinar dicha muestra con un reactivo de deteccion que comprende un conjugado de tinte de la presente
invencion en condiciones en las que dicho reactivo de deteccion forme un complejo con dicho analito;

b) detectar dichos complejos.
Descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra un esquema de la sintesis de cumarinas reactivas por condensacion catalizada por base
(Método A) o por condensacién basada en anhidrido acético (Método B) de 4-carbonilrresorcinoles con compuestos
de acetato heterociclicos.

La Figura 2 muestra los espectros de absorciéon y emision del compuesto 7 en tampén a pH= 9,0. El compuesto 7
tiene su maximo de absorcién aproximadamente a 414 nm, que coincide muy bien con los 405 nm de excitacion del
laser violeta de un citémetro de flujo tipico.

La Figura 3 muestra un grafico de los datos obtenidos usando conjugados de tinte de anticuerpos de CD3
conjugados con compuesto 7 en un intervalo de cocientes de tinte a proteina para marcar linfocitos.

La Figura 4 muestra un grafico de los datos obtenidos usando conjugados de tinte de anticuerpos de CD4
conjugados con compuesto 7 en un intervalo de cocientes de tinte a proteina para marcar linfocitos.

La Figura 5 muestra un grafico de los datos obtenidos usando conjugados de tinte de anticuerpos de CD8
conjugados con compuesto 7 en un intervalo de cocientes de tinte a proteina para marcar linfocitos.

La Figura 6 muestra un grafico de los datos obtenidos usando conjugados de tinte de anticuerpos de CD45
conjugados con compuesto 7 en un intervalo de cocientes de tinte a proteina para marcar linfocitos.

Descripcion detallada de la invenciéon

Para que la invenciéon descrita en la presente memoria pueda entenderse mas completamente, se definen
explicitamente una serie de términos a continuacién. Los términos no definidos explicitamente se pretende que
tengan su significado habitual en los campos de la quimica y la biologia.

El término “7-hidroxicumarina” o “derivado de 7-hidroxicumarina”, como se usa en la presente memoria, por si mismo
o como parte de otro grupo, significa cualquier compuesto o sustituyente que contiene una o mas de las siguientes
estructuras de anillo condensadas o un derivado de las mismas:

HO o._.0

W
Ha de entenderse que los tintes de cumarina de la invencion se han dibujado en una u otra estructura de resonancia
electrénica particular. Cada aspecto de la presente invencion se aplica igualmente a tintes que se dibujan

formalmente con otras estructuras de resonancia permitidas, ya que las cargas electronicas en los tintes en cuestion
estan deslocalizadas a lo largo del tinte mismo.

7-Hidroxicumarina

El término “heteroatomo”, como se usa en la presente memoria, por si mismo o como parte de otro grupo, significa
un atomo de oxigeno ("O"), un atomo de azufre (“S") o un atomo de nitrégeno ("N”). Se reconocera que, cuando el
heteroatomo es nitrégeno, puede formar un resto NR1R2, en que R1 y R2 son independientemente entre si hidrégeno
o alquilo, o junto con el nitrdgeno al que estan unidos, forman un anillo saturado o insaturado de 5, 6 o 7 miembros.
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El término “heterociclo” o “heteroarilo”, como se usa en la presente memoria, por si mismo o como parte de otro
grupo, hace referencia a grupos que tienen de 5 a 14 atomos de anillo y contienen atomos de carbonoy 1, 2, 3 0 4
heteroatomos de oxigeno, nitrégeno o azufre. Los ejemplos de grupos heterociclicos incluyen grupos tienilo,
benzo[b]tienilo, nafto[2,3-b]tienilo, tiantrenilo, furilo, piranilo, isobenzofuranilo, benzoxazolilo, cromenilo, xantenilo,
fenoxatiinilo, 2H-pirrolilo, pirrolilo, imidazolilo, pirazolilo, piridilo, pirazinilo, pirimidinilo, piridazinilo, indolizinilo,
isoindolilo, 3H-indolilo, indolilo, indazolilo, purinilo, 4H-quinolizinilo, isoquinolilo, quinolilo, ftalazinilo, naftiridinilo,
quinazolinilo, cinolinilo, pteridinilo, carbazolilo, fenantridinilo, acridinilo, pirimidinilo, fenantrolinilo, fenazinilo,
isotiazolilo, fenotiazinilo, isoxazolilo, furazanilo, fenoxazinilo y tetrazolilo). Los grupos heterociclicos se han descrito
extensamente en la bibliografia (véase, por ejemplo, Katritzky, Alan R., Charles W. Rees y Colin J. Drayton. 1984.
“Comprehensive heterocyclic chemistry: the structure, reactions, synthesis, and uses of heterocyclic compounds”,
volumen 8, parte 6. indices. Oxford [Oxfordshire]: Pergamon Press.

Cualquier sistema de anillo arilo o heteroarilo puede estar no sustituido u opcional e independientemente sustituido
con cualquier combinacion sintéticamente accesible y quimicamente estable de sustituyentes, tales como H,
halégeno, ciano, sulfo, sal alcalina o de amonio de sulfo, nitro, carboxilo, alquilo, perfluoroalquilo, alcoxilo, alquiltio,
amino, monoalquilamino, dialquilamino o alquilamido, cuyas porciones de alquilo tienen 18 o menos carbonos.

El término “sustituido”, como se usa en la presente memoria, hace referencia al reemplazo formal de un hidrogeno
en un resto quimico o grupo funcional por un radical alternativo. Cuando un compuesto, resto quimico o grupo
funcional se describe como sustituido, el resto sustituyente radical alternativo se selecciona generalmente del grupo
consistente en hidroxilo, oxo, nitro, trifluorometilo, halégeno, alcoxilo, alquilendioxilo, aminoalquilo, aminoalcoxilo,
amino, monoalquilamino, dialquilamino, alquilcarbonilamino, alcoxicarbonilamino, alcoxicarbonilo, carboxilo,
hidroxialcoxilo, alcoxialcoxilo, monoalquilaminoalcoxilo, dialquilaminoalcoximono(carboxialquil)amino,
bis(carboxialquil)Jamino, alcoxicarbonilo, alquinilcarbonilo, alquilsulfonilo, alquenilsulfonilo, alquinilsulfonilo,
arilsulfonilo, alquilsulfonilo, alquilsulfinilo, alquilsulfonamido, arilsulfonamido, alquilsulfonamido, carboxialcoxilo,
carboxialquilo, carboxialquilamino, ciano, trifluorometoxilo, perfluoroetoxilo, guanidina, amidino, oxiguanidino,
alquilimino, formilimino, acilnitrilo, acilazida, acetilazida, diclorotriazeno, isotiocianato, haluro de sulfonilo, éster de
sulfosuccinimidilo, isocianato, haluro de acilo, aldehido, halogenoacetamida, maleimido, aziridinilo, alquiltio
(disulfuro), acriloilo, halogenoalquilcarbonilo, boronato, hidrazida, semicarbazida, carbohidrazida, arilalquilo,
heteroarilalquilo, cicloalquilalquilo, cicloalquenilalquilo, cicloheteroalquilalquilo y cicloheteroalquenilalquilo.

Como se usa en la presente memoria, un “grupo reactivo” designado “RG” hace referencia a un resto en un
compuesto que es capaz de reaccionar quimicamente con un grupo funcional en un compuesto diferente formando
un ligamiento covalente.

Como se usa en la presente memoria, se hace referencia a un “ligador”, designado “L”, entre dos restos como
“opcional” si los dos restos pueden unirse directamente entre si o a través del ligador como intermedio. Se usa este
lenguaje para simplificar la descripcidon de estructuras alternativas que difieren solo por la presencia o ausencia del
ligador. En la presente invencion, por ejemplo, las moléculas de tinte de cumarina pueden conjugarse directamente
con el biopolimero o, como alternativa, indirectamente con el biopolimero a través del ligador L. Por economia de
notacion, ambas alternativas se describen en la presente memoria por una sola estructura que tiene un ligador
opcional. Una realizacion de una estructura que tiene un ligador L opcional en la que el ligador no esta presente
puede describirse como la estructura en que L es “nulo”.

El término “grupo hidrosoluble” o “WSG”, como se usa en la presente memoria, hace referencia a cualquier
sustituyente que potencie la hidrosolubilidad de un compuesto al que estd unido. Preferiblemente, el grupo
hidrosoluble WSG es un grupo sulfonato, tiosulfonato, fosfonato, boronato, amonio, piridio, quinolio, acridinio o
polihidroxilo (p.ej. un azucar tal como glucosa).

El término “sulfonato”, por si mismo o como parte de otro grupo, hace referencia a cualquier compuesto o
sustituyente que contenga uno o mas restos que tienen la siguiente estructura:

1]
s S—OR

en la que R es hidrégeno u otros contraiones, tales como un i6n metalico o i6n de amonio.

Como se usa en la presente memoria, el término “conjugado de tinte” hace referencia a un conjugado entre un tinte y
un “sustrato” o “sustancia”.

El término “analito” se usa en la presente memoria ampliamente para hacer referencia a cualquier sustancia para
analizar, detectar, medir o marcar. Los ejemplos de analitos incluyen, pero sin limitacion, proteinas, péptidos,
hormonas, haptenos, antigenos, anticuerpos, receptores, enzimas, acidos nucleicos, polisacaridos, productos
quimicos, polimeros, patdégenos, toxinas, farmacos organicos, farmacos inorganicos, células, tejidos,
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microorganismos, virus, bacterias, hongos, algas, parasitos, alérgenos, contaminantes y combinaciones de los
mismos. Por convencién, cuando se van a detectar células de un tipo celular dado, tanto las moléculas del
componente celular como la célula misma pueden describirse como analito.

El término “reactivo especifico de analito” o “reactivo especifico de diana” se usa en la presente memoria
ampliamente para hacer referencia a cualquier reactivo que se una preferencialmente a un analito o diana de interés
respecto a otros analitos potencialmente presentes en una muestra. Una diana (analito) y un reactivo especifico de
diana (especifico de analito) son miembros de un par de unién; y puede usarse cualquier miembro del par como
reactivo especifico de diana para unirse selectivamente al otro miembro del par. Los ejemplos de pares de diana y
reactivo especifico de diana incluyen, pero sin limitacion, aquellos proporcionados en la Tabla 2 siguiente. Los
reactivos especificos de diana preferidos son anticuerpos que incluyen un sitio de unién a antigeno que se une
especificamente a (inmunorreaciona con) un antigeno.

Tabla 2

Pares de unién especifica representativos

Antigeno Anticuerpo

Biotina Avidina, estreptavidina o anticuerpo anti-biotina
IgG (una inmunoglobulina) Proteina A o proteina G

Farmaco Receptor de farmaco

Toxina Receptor de toxina

Carbohidrato Lectina o receptor de carbohidrato
Péptido Receptor de péptido

Nucledtido Nucleétido complementario
Proteina Receptor de proteina

Sustrato enzimatico Enzima

Acido nucleico Acido nucleico

Hormona Receptor de hormona

Psoraleno Acido nucleico

Molécula diana Aptamero de ARN o ADN

Como se usa en la presente memoria, un “reactivo de deteccion” hace referencia a cualquier compuesto que se usa
para facilitar la detecciéon éptica de un analito. Un reactivo de deteccién comprende tipicamente un reactivo
especifico de analito conjugado con un marcador fluorescente, e incluye tanto conjugados de tinte en que el
componente de sustrato, tipicamente un biopolimero, es por si mismo un reactivo especifico de analito, como
reactivos especificos de analito unidos a un conjugado de tinte que funciona como marcador fluorescente.

Como se usa en la presente memoria, el término “biopolimero” se usa genéricamente para hacer referencia a
polimeros aminoacidicos, polimeros de acido nucleico, carbohidratos, polisacaridos y lipidos, cada uno como se
define ampliamente en la presente memoria.

Como se usa en la presente memoria, el término “polimero aminoacidico” se usa genéricamente para hacer
referencia a cualquier polimero de aminoacidos, incluyendo péptidos, polipéptidos y proteinas, incluyendo proteinas
que se han sometido a modificacion cotraduccional o postraduccional, tales como glicoproteinas. El polimero
aminoacidico puede comprender tanto aminoacidos estandares (concretamente, uno de los 20 aminoacidos
codificados por el cédigo genético estandar, a los que se hace referencia también como proteinogénicos) como no
estandares, y pueden estar derivatizados, protegidos o sustituidos tales como, por ejemplo, con fosfatos,
carbohidratos o acidos carboxilicos C1 a Czs. Los términos “péptido”, “polipéptido” y “proteina” se usan en la presente
memoria intercambiablemente sin distincion en cuanto a la longitud del polimero, aunque se hace referencia
tipicamente a los polimeros cortos de aminoacidos como péptidos o polipéptidos, y se hace referencia tipicamente a
los polimeros mas largos de aminoacidos, particularmente aquellos que son de origen natural y/o tienen una funcién
bioldgica, como proteinas.
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Como se usa en la presente memoria, el término “anticuerpo” incluye todos los productos, derivados o derivables de
anticuerpos o de genes de anticuerpos, que son Uutiles como reactivos de unién especifica de diana. “Anticuerpo”
incluye por tanto, entre otros, anticuerpos naturales, fragmentos de anticuerpo, derivados de anticuerpo y
anticuerpos, fragmentos de anticuerpo y derivados de anticuerpo genomanipulados.

Como se usan en la presente memoria, los términos “polimero de acido nucleico”, “acido nucleico” y
“oligonucleotido” hacen referencia a polidesoxirribonucleétidos (que contienen 2-desoxi-D-ribosa), a
polirribonucledtidos (que contienen D-ribosa) y a cualquier otro tipo de polinucledtido que sea un N-glicésido de una
base de purina o pirimidina, o base de purina o pirimidina modificada. No se pretende una distincién en longitud
entre los términos “acido nucleico” y “oligonucledtido”, y estos términos se usaran intercambiablemente. Estos
términos hacen referencia solo a la estructura primaria de la molécula. Por tanto, estos términos incluyen ADN
bicatenario y monocatenario, asi como ARN bicatenario y monocatenario. Se pretende que los polimeros de acido
nucleico incluyan acidos peptidonucleicos tales como unidades de N-(2-aminoetil)glicina (véase Nielsen et al.,
patente de EE.UU. n° 5.539.082).

Tintes reactivos

Las 7-hidroxicumarinas sustituidas con heterociclo hidrosolubles reactivas de la presente invencién tienen la
estructura general mostrada en cualquiera de las férmulas 3-8. Se muestran en la Tabla 1 ejemplos particulares y se
describen en los ejemplos.

Los tintes de 7-hidroxicumarina sustituida con heterociclo hidrosolubles reactivos contienen un grupo reactivo, RG,
fijado covalentemente al tinte por un ligador L opcional. En ciertas realizaciones, el ligamiento covalente que fija el
tinte al RG contiene multiples atomos intermedios que sirven como espaciador.

Los tintes de 7-hidroxicumarina sustituida con heterociclo hidrosolubles reactivos de la invencién pueden reaccionar
con una amplia variedad de sustancias organicas o inorganicas que contienen o estan modificadas para contener
grupos funcionales con reactividad adecuada, dando como resultado la fijaciéon quimica al tinte de la sustancia.
Tipicamente, la reaccién de conjugacion entre el tinte reactivo y los grupos funcionales en la sustancia da como
resultado que uno o mas atomos del grupo reactivo RG se incorporen a un nuevo ligamiento que fija el tinte a la
sustancia.

Tipicamente, es un grupo reactivo un electréfilo o nucledfilo que puede formar un ligamiento covalente mediante
exposicion al correspondiente grupo funcional que es un nucledfilo o electrofilo, respectivamente. Se muestran en la
Tabla 3 siguiente ejemplos seleccionados de pares reactivos de grupos electrofilos y nucledfilos junto con el
ligamiento covalente resultante de su reaccion.

Tabla 3

Grupos electrdéfilos y nucledfilos reactivos y los conjugados resultantes

Grupo electréfilo Grupo nucleéfilo Conjugado resultante
Esteres activados*® Aminas/anilinas Carboxamidas
Acrilamidas Tioles Tioéteres
Acilazidas™* Aminas/anilinas Carboxamidas
Acilamidas** Aminas/anilinas Carboxamidas
Haluros de acilo Aminas/anilinas Carboxamidas
Haluros de acilo Alcoholes/fenoles Esteres
Acilnitrilos Alcoholes/fenoles Esteres
Acilnitrilos Aminas/anilinas Carboxamidas
Aldehidos Aminas/anilinas Iminas
Aldehidos o cetonas Hidrazinas Hidrazonas
Aldehidos o cetonas Hidroxilaminas Oximas
Haluros de alquilo, Aminas/anilinas Alquilaminas
Haluros de alquilo Acidos carboxilicos Esteres
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Grupo electroéfilo

Grupo nucleéfilo

Conjugado resultante

Haluros de alquilo Tioles Tioéteres
Haluros de alquilo Alcoholes/fenoles Eteres
Alquilsulfonatos Tioles Tioéteres
Alquilsulfonatos Acidos carboxilicos Esteres
Alquilsulfonatos Alcoholes/fenoles Eteres
Anhidridos Alcoholes/fenoles Esteres
Anhidridos Aminas/anilinas Carboxamidas
Haluros de arilo Tioles Tiofenoles
Haluros de arilo Aminas Arilaminas
Aziridinas Tioles Tioéteres
Boronatos Glicoles Esteres de boronato

Carbodiimidas

Acidos carboxilicos

N-Acilureas o anhidridos

Diazoalcanos Acidos carboxilicos Esteres

Epodxidos Tioles Tioéteres
Halogenoacetamidas Tioles Tioéteres
Halogenoplatinatos Amino Complejo de platino
Halogenoplatinatos Heterociclo Complejo de platino
Halogenoplatinatos Tiol Complejo de platino

Halogenotriazinas

Aminas/anilinas

Aminotriazinas

Halogenotriazinas Alcoholes/fenoles Triaziniléteres
Imidoésteres Aminas/anilinas Amidinas
Isocianatos Aminas/anilinas Ureas
Isocianatos Alcoholes/fenoles Uretanos
Isotiocianatos Aminas/anilinas Tioureas
Maleimidas Tioles Tioéteres
Fosforamiditas Alcoholes Esteres de fosfito
Haluros de sililo Alcoholes Sililéteres

Esteres de sulfonato

Aminas/anilinas

Alquilaminas

Esteres de sulfonato Tioles Tioéteres
Esteres de sulfonato Acidos carboxilicos Esteres
Esteres de sulfonato Alcoholes Eteres

Haluros de sulfonilo

Aminas/anilinas

Sulfonamidas

Haluros de sulfonilo

Fenoles/alcoholes

Esteres de sulfonato

* Los ésteres activados, como se entiende en la materia, tienen generalmente la formula -COW, en que W es un
buen grupo saliente (p.ej. succinimidiloxilo (-OC4H40-), sulfosuccinimidiloxilo (OC4H302-SO3H), 1-oxibenzotriazolilo (-
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OCsH4N3) o un grupo ariloxilo o ariloxilo sustituido una o mas veces con sustituyentes extractores de electrones tales
como nitro, fluoro, cloro, ciano o trifluorometilo o combinaciones de los mismos, usados para formar arilésteres
activados; o un acido carboxilico activado con una carbodiimida formando un anhidrido o anhidrido mixto -OCOAIq o
-OCN(AIg1)NH(AIg2), en que Alg y Alg2 , que pueden ser iguales o diferentes, son alquilo C1-Cy, perfluoroalquilo
C1-Cy0 0 alcoxilo C1-Cyp; o ciclohexilo, 3-dimetilaminopropilo o N-morfolinoetilo).

** Las acilazidas también pueden trasponerse a isocianatos

La eleccion del grupo reactivo usado para fijar el tinte a una sustancia para conjugar depende tipicamente del grupo
funcional en la sustancia para conjugar y del tipo o longitud de ligamiento covalente deseado. Los tipos de grupos
funcionales presentes tipicamente en las sustancias organicas o inorganicas incluyen, pero sin limitacion, aminas,
amidas, tioles, alcoholes, fenoles, aldehidos, cetonas, fosfatos, imidazoles, hidrazinas, hidroxilaminas, aminas
disustituidas, haluros, epodxidos, ésteres de carboxilato, ésteres de sulfonato, purinas, pirimidinas, acidos
carboxilicos, enlaces olefinicos o una combinacion de estos grupos. Puede estar disponible un solo tipo de sitio
reactivo en la sustancia (tipico de polisacaridos) o puede aparecer una variedad de sitios (p.ej. aminas, tioles,
alcoholes, fenoles), como es tipico de proteinas. Una sustancia conjugada puede estar conjugada con mas de un
tinte, que puede ser el mismo o diferente, o con una sustancia que esta adicionalmente modificada con un hapteno,
tal como biotina.

Aunque puede obtenerse cierta selectividad mediante el control cuidadoso de las condiciones de reaccion, la
selectividad del marcaje se obtiene mejor mediante la seleccion de un tinte reactivo apropiado.

Tipicamente, el grupo reactivo RG reaccionara con una amina, tiol, alcohol, aldehido o cetona. Preferiblemente, RG
reacciona con un grupo funcional amina o tiol. En una realizacion, RG es un grupo acrilamida, amina reactiva
(incluyendo cadaverina o etilendiamina), éster activado de un acido carboxilico (tipicamente éster de succinimidilo de
un acido carboxilico), acilazida, acilnitrilo, aldehido, haluro de alquilo, anhidrido, anilina, haluro de arilo, azida,
aziridina, boronato, acido carboxilico, diazoalcano, halogenoacetamida, halogenotriazina, hidrazina (incluyendo
hidrazidas), imidoéster, isocianato, isotiocianato, maleimida, fosforamidita, complejo de platino reactivo, haluro de
sulfonilo o tiol. Se entiende particularmente por “complejo de platino reactivo” complejos de platino quimicamente
reactivos tales como se describen en las patentes de EE.UU. n°® 5.580.990, 5.714.327, 5.985.566.

Cuando RG es un éster activado de un acido carboxilico, el tinte reactivo es particularmente util para preparar
conjugados de tinte de proteinas, nucleétidos, oligonucleétidos o haptenos. Cuando RG es una maleimida o
halogenoacetamida, el tinte reactivo es particularmente Util para conjugacion con sustancias que contienen tiol.
Cuando RG es una hidrazida, el tinte reactivo es particularmente util para conjugacion con carbohidratos oxidados
con peryodato y glicoproteinas y, ademas, es un trazador polar fijable por aldehido para microinyeccion celular.
Preferiblemente, RG es acido carboxilico, éster succinimidilo de acido carboxilico, halogenoacetamida, hidrazina,
isotiocianato, grupo maleimida, amina alifatica, perfluorobenzamido, grupo azidoperfluorobenzamido o psoraleno.
Mas preferiblemente, RG es un éster de succinimidilo de acido carboxilico, maleimida, yodoacetamida o un complejo
de platino reactivo.

Como alternativa, el grupo reactivo RG es un grupo fotoactivable tal como un derivado de azida, diazirinilo, azidoarilo
o psoraleno, en cuyo caso el tinte se vuelve quimicamente reactivo solo después de iluminaciéon con luz de una
longitud de onda apropiada.

Sintesis de tintes reactivos

Las 7-hidroxicumarinas sustituidas con heterociclo hidrosolubles de la invencién se preparan a partir de la
condensacion basada en anhidrido acético de 4-carbonilrresorcionales con un acido acético heterociclico o la
condensaciéon basada en base de 4-carbonilrresorcinoles con compuestos de metileno activo. Estas estructuras
basicas se sustituyen opcionalmente ademas durante o después de la sintesis, dando los correspondientes
sustituyentes de tinte de cumarina, como se definen anteriormente. Se reconoce que hay muchas posibles
variaciones que pueden procurar resultados equivalentes. Las sintesis tipicas de los tintes de cumarina reactivos de
la invencion se ilustran en la Fig. 1. Podrian adaptarse otros métodos sintéticos de cumarinas conocidos en la
bibliografia para preparar las cumarinas quimicamente reactivas de la invencion mediante ciertas modificaciones
conocidas por los especialistas en la materia (véanse, por ejemplo, Bentsen et al., patente de EE.UU. n° 6.566.508;
Dittmer et al. 2005, J. Org. Chem. 70: 4682; Shi et al., 2005, Fen Xi Hua Xue 33: 1452; Sivakumar et al., 2004, Org.
Lett. 6: 4603; Zhao ef al., 2004, J. Am. Chem. Soc. 126: 4653; Huang et al., 1994, J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1:
102 y Kuznetsova y Kaliya, 1992, Russ. Chem. Rev. 61: 1243.

Los métodos para la sintesis de tintes que contienen un grupo reactivo estan bien documentados en la materia. Los
tintes reactivos con amina, tales como “ésteres activados” de acidos carboxilicos, se sintetizan tipicamente
acoplando un acido carboxilico con un “grupo saliente” relativamente acido. Otros grupos reactivos con amina
preferidos incluyen haluros de sulfonilo, que se preparan a partir de acidos sulfonicos usando un agente de
halogenacion tal como PCls o POCIs; halogenotriazinas, que se preparan mediante la reaccion de haluros cianuricos
con aminas e isocianatos o isotiocianatos, que se preparan a partir de aminas y fosgeno o tiofosgeno,
respectivamente.
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Los tintes que contienen aminas e hidrazidas, que son particularmente Utiles para conjugacion con acidos
carboxilicos, aldehidos y cetonas, se sintetizan lo mas a menudo mediante la reaccion de un éster activado de un
acido carboxilico o un haluro de sulfonilo con una diamina, tal como cadaverina, o con una hidrazina. Como
alternativa, las aminas aromaticas se sintetizan cominmente mediante la reduccién quimica de un compuesto
nitroaromatico. Las aminas e hidrazinas son precursores particularmente Uutiles para la sintesis de
halogenoacetamidas o maleimidas reactivas con tiol mediante métodos estandares.

Conjugados de tinte

Los tintes de 7-hidroxicumarina sustituida con heterociclo hidrosolubles reactivos de la invencién pueden reaccionar
con una amplia variedad de sustancias organicas o inorganicas (a las que se hace referencia en la presente
memoria como “sustratos”’) que contienen o se modifican para contener grupos funcionales con reactividad
adecuada, dando como resultado la conjugacioén del tinte con la sustancia. Los conjugados de tinte utiles incluyen,
entre otros, conjugados en que el sustrato es un aminoacido, nucleétido, biopolimero (p.ej. polimero aminoacidico,
polimero de acido nucleico, polisacarido, carbohidrato o lipido), un antigeno, esteroide, vitamina, farmaco, hapteno,
metabolito, toxina, contaminante ambiental, resto complejante de iones o vidrio, plastico u otro polimero no bioldgico.
En algunas realizaciones, el sustrato es una célula, sistema celular, fragmento o componente celular o particula
subcelular (p.ej., una particula virica, particula bacteriana o componente de las mismas). Los tintes reactivos marcan
tipicamente grupos funcionales en la superficie celular, en membranas celulares, organulos o citoplasma.

Para uso en ensayos bioldgicos, el sustrato es tipicamente un aminoacido, nucleétido o biopolimero, tal como un
polimero aminoacidico, polimero de acido nucleico, carbohidrato o polisacarido. Pueden prepararse conjugados de
tinte-polimero que incorporan una pluralidad de moléculas de tinte conjugadas con el sustrato para aumentar la
sefial fluorescente del conjugado de tinte.

En una realizacién, el sustrato es un aminoacido o polimero aminoacidico tal como un péptido o proteina. Los
ejemplos de polimeros aminoacidicos utilizables en la presente invencion incluyen, pero sin limitacion, anticuerpos
(como se definen ampliamente antes), proteinas de unién a IgG (p.ej., proteina A, proteina G, proteina A/G, etc.),
enzimas, lectinas, glicoproteinas, histonas, albuminas, lipoproteinas, avidina, estreptavidina, proteina A, proteina G,
ficobiliproteinas y otras proteinas fluorescentes, hormonas, toxinas, quimiocinas, factores de crecimiento,
neuropéptidos, citocinas, toxinas, sustratos de proteasa y sustratos de proteina cinasa. En una realizacion preferida,
el sustrato biopolimérico es un anticuerpo monoclonal.

En otra realizacion, el sustrato es una base de acido nucleico, nucledsido, nucleétido o polimero de acido nucleico.
Los polimeros de acido nucleico incluyen aquellos que se modifican para poseer un ligador o espaciador adicional
para la fijacion de los tintes de la invencion, tal como un ligamiento alquinilo (patente de EE.UU. n° 5.047.519), un
ligamiento aminoalilo (patente de EE.UU. n° 4.711.955), un ligador sustituido con heteroatomo (patente de EE.UU. n°®
5.684.142) u otro ligamiento. En otra realizacion, la sustancia conjugada es un analogo de nucleésido o nucleétido
que liga una base de purina o pirimidina con un resto fosfato o polifosfato a través de un espaciador no ciclico. En
otra realizacion, el tinte se conjuga con la porcién de carbohidrato de un nucledtido o nucledsido, tipicamente a
través de un grupo hidroxilo pero como alternativa a través de un grupo tiol o amino (p.ej. como se describe en las
patentes de EE.UU. n° 5.659.025, 5.668.268, 5.679.785). Tipicamente, el nucledtido conjugado es un trifosfato de
nucledsido o trifosfato de desoxinucledsido o trifosfato de didesoxinucledsido. La incorporacién de restos de metileno
o heteroatomos de nitrogeno o azufre al resto fosfato o polifosfato es también util. Pueden acoplarse también con los
tintes de la invencion bases no purinicas y no pirimidinas tales como 7-desazapurinas (patente de EE.UU. n°
6.150.510) y acidos nucleicos que contienen dichas bases. Los aductos de acido nucleico preparados mediante la
reaccion de acidos nucleicos despurinados con derivados de amina, hidrazida o hidroxilamina proporcionan un
medio adicional de marcaje y deteccion de acidos nucleicos, p.ej. “A method for detecting abasic sites in living cells:
age-dependent changes in base excision repair", Atamna et al., 2000, Proc. Natl. Acad. Sci. 97: 686-691.

Los conjugados de polimero de acido nucleico preferidos son ADN o ARN marcados, monocatenarios o
multicatenarios naturales o sintéticos, oligonucleétidos de ADN o ARN o hibridos de ADN/ARN, o incorporan un
ligador inhabitual tal como fosfatos derivatizados de morfolina, o acidos peptidonucleicos tales como unidades de N-
(2-aminoetil)glicina. Cuando el acido nucleico es un oligonucledtido sintético, contiene tipicamente menos de 50
nucledtidos, mas tipicamente menos de 25 nucledtidos. Los conjugados de acidos peptidonucleicos (APN) (Nielsen
et al. patente de EE.UU. n° 5.539.082) pueden preferirse para algunas aplicaciones debido a sus velocidades de
hibridacion generalmente mas rapidas.

En otra realizacion, el sustrato es un carbohidrato que es tipicamente un polisacarido, tal como dextrano, heparina,
glicogeno, amilopectina, manano, inulina, almidén, agarosa y celulosa. Como alternativa, el carbohidrato es un
polisacarido que es un lipopolisacarido. Son conjugados de polisacarido preferidos dextrano o conjugados de
lipopolisacarido.

En ofra realizacion, el sustrato es un lipido (tipicamente que tiene 6-60 carbonos), incluyendo glicolipidos,
fosfolipidos, esfingolipidos y esteroides. Como alternativa, la sustancia conjugada es un conjunto de lipidos, tal como
un liposoma. El resto lipdfilo puede usarse para retener las sustancias conjugadas en las células, como se describe
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en la patente de EE.UU. n° 5.208.148. Ciertos tintes polares de la invencion pueden atraparse también en conjuntos
lipidicos.

Los conjugados en que el sustrato es un resto complejante de iones sirven como indicadores para calcio, sodio,
magnesio, cinc, potasio u otros iones metalicos biolégicamente importantes. Son restos complejantes de iones
preferidos los éteres corona (patente de EE.UU. n° 5.405.975); derivados de acido 1,2-bis-(2-aminofenoxietano)-
N,N,N' N-tetraacético (quelantes de BAPTA; patentes de EE.UU. n°® 5.453.517, 5.516.911 y 5.049.673); derivados de
acido 2-carboximetoxianilino-N,N-diacético (quelantes de APTRA; Am. J. Physiol. 256, C540 (1989)); o quelantes de
iones metalicos basados en piridina y fenantrolina (patente de EE.UU. n° 5.648.270); o derivados de acido
nitrilotriacético, véase p.ej. "Single-step synthesis and characterization of biotinylated nitrilotriacetic acid, a unique
reagent for the detection of liistidine-tagged proteins immobilized on nitrocellulose", McMahan et al., 1996, Anal.
Biochem. 236: 101-106. Preferiblemente, el resto complejante de iones es un quelante de éter corona, quelante de
BAPTA, quelante de APTRA o derivado de acido nitrilotriacético.

Otros conjugados de materiales no bioldgicos incluyen conjugados de tinte de polimeros organicos o inorganicos,
peliculas poliméricas, obleas poliméricas, membranas poliméricas, particulas poliméricas o microparticulas
poliméricas, incluyendo microesferas magnéticas y no magnéticas; particulas de hierro, oro o plata, metales y no
metales conductores y no conductores y superficies y particulas de vidrio y plastico. Los conjugados se preparan
opcionalmente mediante la copolimerizacion de un tinte que contiene una funcionalidad apropiada mientras se
prepara el polimero, o mediante la modificaciéon quimica de un polimero que contiene grupos funcionales con una
reactividad quimica adecuada. Otros tipos de reacciones que son utiles para preparar conjugados de tintes de
polimeros incluyen polimerizaciones o copolimerizaciones catalizadas de alquenos y reacciones de dienos con
diendfilos, transesterificaciones o transaminaciones.

En algunas realizaciones, los conjugados de tinte se marcan adicionalmente con al menos un segundo tinte
luminiscente, que es opcionalmente un tinte adicional de la presente invencién, formando un par de transferencia de
energia. En algunos aspectos de la invencion, el conjugado marcado funciona como sustrato enzimatico, y la
hidrélisis enzimatica perturba la transferencia de energia.

Los conjugados de tinte fluorescente, particularmente en los que el sustrato es un biopolimero, pueden incorporar
multiples tintes por molécula de sustrato para aumentar la sefial fluorescente. Preferiblemente, se incorporan al
menos 3 moléculas de tintes a los conjugados de tinte-biopolimero. En realizaciones en que el biopolimero es un
anticuerpo, se conjugan al menos 3, mas preferiblemente al menos 6 moléculas de tinte con el anticuerpo. En
algunas realizaciones, pueden conjugarse del orden de aproximadamente 35 moléculas con el anticuerpo sin un
autoapagamiento significativo, pero mas tipicamente del orden de aproximadamente 15-20. Se entendera por un
especialista en la materia que se pretende que cada intervalo indicado de tintes por sustrato de conjugado describa
todos los valores dentro del intervalo. Por tanto, por ejemplo, al afirmar que los biopolimeros fluorescentes de la
invencion contienen 6-15 moléculas de tinte, los biopolimeros que contienen 6, 7, 8,..., 0 15 moléculas de tinte son
también parte de la invencion.

Preparacion de conjugados de tinte

Los conjugados de tinte de la presente invencion se sintetizan tipicamente como el producto de una reaccion entre
un sustrato y un tinte de 7-hidroxicumarina sustituida con heterociclo hidrosoluble reactivo. La preparacion de
conjugados de tinte usando tintes reactivos esta bien documentada, p.ej., Hermanson, 1996, “Bioconjugate
Techniques” (Academic Press, Nueva York, NY); Haugland, 1995, Methods MoL Biol. 45: 205-21 y Brinkley, 1992,
“Bioconjugate Chemistry” 3:2. Los conjugados son tipicamente el resultado de mezclar tintes reactivos apropiados y
la sustancia para conjugar en un disolvente adecuado en que ambos sean solubles. Las disoluciones acuosas de los
tintes de 7-hidroxicumarina sustituida con heterociclo hidrosolubles reactivos descritos en la presente memoria se
crean facilmente, facilitando reacciones de conjugacion con la mayoria de materiales bioldgicos. Para aquellos tintes
reactivos que se fotoactivan, la conjugacion requiere iluminacion de la mezcla de reacciéon para activar el tinte
reactivo.

Los biopolimeros fluorescentes de la presente invencion se sintetizan tipicamente como el producto de reaccion
entre un biopolimero y una 7-hidroxicumarina sustituida con heterociclo hidrosoluble reactiva, en el que las
condiciones de reaccion dan como resultado la conjugaciéon de multiples moléculas de tinte con cada biopolimero.
Como alternativa, el biopolimero fluorescente puede sintetizarse como una reaccion de polimerizacion de moléculas
de subunidades, en la que se han conjugado una o mas de las moléculas de subunidades con una 7-
hidroxicumarina sustituida con heterociclo hidrosoluble reactiva antes de la polimerizacién del biopolimero. Es un
ejemplo de este ultimo método la sintesis de oligonucledtidos usando la quimica de fosforamidita estandar, en que
se marca con tinte al menos una fosforamidita.

Aplicaciones y métodos de uso

En un aspecto de la invencién, se usan los tintes reactivos de la invencion para teiir o marcar directamente una
muestra, o componentes de la muestra, de modo que la muestra pueda identificarse o cuantificarse. Los compuestos
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de tinte quimicamente reactivos se fijaran covalentemente con el correspondiente grupo funcional en una amplia
variedad de materiales, formando conjugados de tinte como se describen anteriormente.

En realizaciones preferidas, los compuestos de tinte reactivos de la invenciéon se usan para tefiir o marcar
directamente muestras con componentes biolégicos. La muestra puede comprender mezclas heterogéneas de
componentes (incluyendo células intactas, extractos de células, bacterias, virus, organulos y mezclas de los mismos)
o un solo componente o grupo homogéneo de componentes (p.ej. polimeros de aminoacidos naturales o sintéticos,
acidos nucleicos o carbohidratos, o complejos de membrana lipidica). Estos tintes son generalmente no téxicos para
las células vivas y otros componentes bioldgicos, dentro de las concentraciones tipicas de uso.

Para tincion directa, se combina el compuesto de tinte con la muestra de cualquier modo que facilite el contacto
entre el componente de tinte y los componentes de interés de la muestra. Tipicamente, el compuesto de tinte o
solucidon que contiene el compuesto de tinte se afiade simplemente a la muestra. Ciertos tintes de la invencion,
particularmente aquellos que estan sustituidos con uno o mas restos de acido sulfénico, tienden a ser no
permeantes por membranas de células bioldgicas, y una vez dentro de células viables, se retienen tipicamente bien.
Pueden usarse tratamientos que permeabilizan la membrana plasmatica, tales como electroporacion, tratamientos
de choque y ATP extracelular alto, para introducir compuestos de tinte seleccionados en las células. Como
alternativa, los compuestos de tinte seleccionados pueden insertarse fisicamente en células, p.ej. mediante métodos
de microinyeccion a presion, carga por raspado, fijacion de membranas o fagocitosis.

Los tintes que incorporan un residuo de amina alifatica o hidrazina pueden microinyectarse en células, donde
pueden fijarse en su lugar por fijadores aldehidicos tales como formaldehido o glutaraldehido. Esta capacidad de
fijacion hace a dichos tintes utiles para aplicaciones intracelulares tales como rastreo neuronal.

Los compuestos de tinte que poseen un sustituyente lipdfilo, tal como fosfolipidos, se incorporaran no
covalentemente a conjuntos lipidicos, p.ej. para uso como sondas para estructura de membrana; o para
incorporacion a liposomas, lipoproteinas, peliculas, plasticos, microesferas lipéfilas o materiales similares; o para
rastreo. Los tintes lipdfilos son utiles como sondas fluorescentes de la estructura de membrana.

Para la tincion directa de analitos en aplicaciones bioldgicas, los compuestos de tinte de la invencion se usan
tipicamente en una disolucién acuosa, mayoritariamente acuosa o miscible con agua, preparada segun métodos
generalmente conocidos en la materia. La concentracion exacta de compuesto de tinte depende de las condiciones
experimentales y los resultados deseados, pero tipicamente oscila de aproximadamente 1 nM a 1 mM o mas. La
concentracion optima se determina por variacion sistematica hasta lograr resultados satisfactorios con una
fluorescencia de fondo minima.

En otro aspecto de la invencion, los conjugados de tinte fluorescente de la presente invencion son utiles como
reactivos de deteccion, o como parte de ellos, tipicamente reactivos de deteccion especificos de analito, para facilitar
la deteccion dptica y analisis de analitos. En una realizacion, el sustrato de conjugado de tinte mismo es un reactivo
especifico de analito, y el conjugado de tinte fluorescente se usa como reactivo de deteccidn para marcar un analito
de interés. En una realizacion alternativa, el conjugado de tinte fluorescente se une a un reactivo especifico de
analito, y se usa la entidad combinada como reactivo de deteccion para marcar un analito de interés. En esta
realizacion alternativa, el conjugado de tinte actia como marcaje fluorescente unido al reactivo especifico de analito.

Los ensayos en que uno o mas analitos de interés se marcan usando reactivos de deteccion especificos de analito y
posteriormente se analizan 6pticamente son bien conocidos en la materia, y los presentes conjugados de tinte
fluorescente son generalmente Utiles como reactivos de deteccion en dichos ensayos. Por ejemplo, las proteinas en
una muestra pueden marcarse usando un reactivo de deteccidon consistente en una proteina marcada, tipicamente
un anticuerpo que se une especificamente a la proteina analito. La deteccién de las proteinas analitos marcadas
resultantes puede llevarse a cabo usando una serie de formatos e instrumentaciones de ensayo bien conocidos,
incluyendo el uso de citometria de flujo, citometria de barrido, imagenologia y analisis en gel. La citometria de flujo
se describe detalladamente en la amplia bibliografia en este campo incluyendo, por ejemplo, Landy et al. (eds.),
“Clinical Flow Cytornetry”, Annals of the New York Academy of Sciences, volumen 677 (1993); Bauer et al. (eds),
“Clinical Flow Cytometry: Principles and Applications”, Williams & Wilkins (1993); Ormerod (ed.), “Flow Cytometry: A
Practical Approach”, Oxford Univ. Press (1997); Jaroszeski et al. (eds.), “Flow Cytometry Protocols. Methods in
Molecular Biology” n°® 91, Humana Press (1997) y Practical Shapiro, “Flow Cytometry”, 42 ed., Wiley-Liss (2003). La
microscopia de imagenologia por fluorescencia se describe, por ejemplo, en Pawley (ed), “Handbook of Biological
Confocal Microscopy”, 22 edicion, Plenum Press (1989).

Las fuentes de iluminacion utiles para excitar los polimeros fluorescentes de la invencion incluyen, pero sin
limitacion, lamparas ultravioletas manuales, lamparas de arco de mercurio, lamparas de xendn, laseres y diodos
laser. Estas fuentes de iluminacion estan opcionalmente integradas en escaneres laser, lectores de microplaca de
fluorescencia, fluorometros estandares o minifluorémetros o detectores cromatograficos. Los polimeros
fluorescentes preferidos de la invencion son excitables a o cerca de 405 nm, y pueden excitarse usando una fuente
de excitacion laser violeta relativamente econdmica.
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Kits

Es un aspecto de la presente invencion la formulacion de kits que facilitan la practica de diversos ensayos que usan
cualquiera de los tintes de la invencién, como se describe anteriormente. Los kits de la invencién comprenden
tipicamente un tinte coloreado o fluorescente de la invencion, presente como un marcador quimicamente reactivo Util
para preparar conjugados de tinte o presente como un conjugado de tinte en que la sustancia conjugada es un
miembro de un par de unién especifico, o un nucledsido, nucleétido, oligonucledtido, polimero de acido nucleico,
péptido o proteina. Opcionalmente, los kits comprenden adicionalmente ademas uno o mas agentes de tamponacion
tipicamente presentes como una disolucién acuosa. Opcionalmente, los kits de la invencion comprenden
adicionalmente reactivos de detecciéon adicionales, un medio de purificaciéon para purificar la sustancia marcada
resultante, patrones de luminiscencia, enzimas, inhibidores enzimaticos, disolvente organico o instrucciones para
llevar a cabo un ensayo de la invencion.

Ejemplos

Se proporcionan en los ejemplos siguientes ejemplos de las estrategias de sintesis de tintes seleccionados, la
sintesis de biopolimeros fluorescentes seleccionados, su caracterizacion y métodos de uso.

Ejemplo 1
Preparacion del compuesto 1
Cl CHO

Se disuelve 4-clororresorcinol (50 g) en éter seco (200 ml). Se afiaden a la disolucidn cianuro de cinc en polvo fino
(60 g) y cloruro de potasio (12 g) con agitacion. Se enfria la suspension a 0 °C. Se sopla una fuerte corriente de
cloruro de hidrégeno gaseoso en la disolucion con agitacion vigorosa. Después de aproximadamente 30-60 minutos,
se disuelven los reactantes. Se continta la adicion de cloruro de hidrégeno gaseoso hasta que dejar de absorberse
en la disolucidon de éter. Se agita la suspension durante 1 hora adicional en hielo. Se vierte la disolucion de éter

desde el sélido, que se trata con hielo y se calienta a 100 °C en un bafio de hielo. Tras enfriar, el producto cristalizd
en placas brillantes de la disolucion, que se retiran por filtracion y se secan al aire dando el aldehido deseado.

Compuesto 1

Ejemplo 2

Preparacion del compuesto 2

OEt
]

EtO ‘r‘l \'
S Compuesto 2

Se disuelven 2-tiofenoacetato de etilo (10 g) y 6-bromohexanoato de etilo (12 g) en diclorometano (200 ml). Se
afiade a la disolucién AICI; anhidro (24 g) bajo proteccion de nitrdgeno seco con agitacion vigorosa a 0 °C. Se agita
la mezcla de reaccion bajo proteccion de nitrégeno seco a 0 °C y se calienta a temperatura ambiente cuando la
reaccion se ha completado como se indica por TLC. Se vierte la mezcla de reaccidon en agua con hielo y se extrae
con cloroformo (3x200 ml). Se combinan las fases de cloroformo, se secan sobre Na,SO, anhidro y se retira el
disolvente a vacio, dando un sélido bruto. Se purifica adicionalmente el sélido bruto en una columna de gel de silice
con un gradiente de cloroformo/acetato de etilo como eluyente, procurando el compuesto 2 deseado.

Ejemplo 3

Preparacién del compuesto 3

oA

= Compuesto 3
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Se disuelve el compuesto 2 (10 g) en etanol (100 ml). Se afiade a la solucién NaOH 5 M (65 ml). Se agita la mezcla
de reaccion a temperatura ambiente y se neutraliza con HCI concentrado cuando la reaccion se ha completado
como se indica por TLC. Se extrae la mezcla resultante con acetato de etilo (3x200 ml). Se combinan las fases de
acetato de etilo, se secan sobre Na;SO4 anhidro y se retira el disolvente a vacio, dando el compuesto 3 deseado.

Ejemplo 4

Preparacién del compuesto 4
AcO 0._.0

P OH
Cl 1\.,-"

0 Compuesto 4

Se suspenden el compuesto 1 (6 g) y el compuesto 3 (5,8 g) en anhidrido acético (100 ml). Se afiade a la
suspension trietilamina (6 ml) a temperatura ambiente. Se calienta la mezcla de reaccion a 120-140°C hasta
completar la reaccion como se indica por TLC. Después de enfriar a temperatura ambiente, se vierte la mezcla en
agua con hielo y se filtra el precipitado resultante con succion recogiendo el solido, que se seca al aire. Se
recristaliza el producto bruto, procurando el compuesto 4 deseado.

Ejemplo 5
Preparacion del compuesto 5

HO 0.0

Cl

Compuesto 5

Se suspende el compuesto 4 (5 g) en HCI al 20 % (300 ml). Se calienta la mezcla de reaccién a 60-70 °C hasta
completar la reaccion como se indica por TLC. Se diluye la mezcla de reaccion con agua (200 ml) y se extrae con
acetato de etilo (3x300 ml). Se combinan las fases de acetato de etilo, se secan sobre Na,SO4 anhidro y se retira el
disolvente a vacio, dando el compuesto 5 bruto. Se purifica adicionalmente el material bruto en una columna de gel
de silice con un gradiente de cloroformo/etanol como eluyente, procurando el compuesto 5 deseado.

Ejemplo 6

Preparacion del compuesto 6

HO o__.0
s
cl - \IL ! OH
-0 0
0" ‘oH

Compuesto 6

Se suspende el compuesto 5 (1 g) en H.SO4 concentrado (5 ml). Se afiade a la suspension H.SO4 fumante al 20 %
(5 ml). Se agita la mezcla de reaccion a 0 °C hasta completar la reaccion como se indica por TLC. Se afiade gota a
gota la mezcla de reaccion a éter frio (200 ml) con agitacion vigorosa, dando el compuesto 6 bruto en forma de un
precipitado amarillo. Se purifica adicionalmente el material bruto por HPLC preparativa, procurando el compuesto 6
deseado usando TFA al 0,1 % en agua-TFA al 0,1 % en un sistema de tampén de MeCN.
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Ejemplo 7

Preparacién del compuesto 7

g
0" o

Compuesto 7

Se disuelven el compuesto 6 (100 mg) y carbonato de N,N'-disuccinimidilo (85 rng) en DMF (5 ml). Se afiaden a la
disolucion 4-dimetilaminopiridina (5 mg) y trietlamina anhidra (0,1 ml) bajo protecciéon de nitrdgeno seco con
agitacion vigorosa a temperatura ambiente. Se agita la mezcla de reaccidon bajo proteccidon con nitrogeno seco a
temperatura ambiente hasta completar la reaccion como se indica por TLC. Se vierte la mezcla de reaccion en éter y
se recoge el precipitado resultante por filtracion. Se lava el solido con éter, procurando el compuesto 7 deseado.

Ejemplo 8

Preparacion del compuesto 8
HO. 0._.0O
NS —NHT
Q

Compuesto 8

Se afiade el compuesto 7 (100 mg) en DMF (0,5 ml) a hidrazina anhidra (100 pl) en DMF (0,5 ml). Se agita la mezcla
a temperatura ambiente durante 15 minutos. Se vierte la disolucién de reaccidon en agua y se centrifuga el
precipitado resultante recogiendo el sélido, que se lava con agua y se seca al aire. Se purifica adicionalmente el
producto bruto por HPLC.

Ejemplo 9

Preparacion del compuesto 9

=
HO O 8] N
H (8]
e S
Cl \ [ NH

s o
D"J v .
: OH Compuesto 9
Se afiaden 4 equivalentes de ftrietilamina y 1,2 equivalentes de sal del acido trifluoroacético de N-(2-
aminoetil)maleimida (Sigma-Aldrich) al compuesto 7 (10 mg) en DMF (0,2 ml) a temperatura ambiente. Se agita la
mezcla a temperatura ambiente durante 60 minutos. Se vierte la disolucién de DMF en agua y se centrifuga la

suspension resultante recogiendo el solido, que se seca al aire. Se purifica adicionalmente el producto bruto por
cromatografia de gel de silice, procurando el compuesto 9 deseado.
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Ejemplo 10
Preparacién del compuesto 10

F
HO OH

cl CHO

Compuesto 10

Se prepara el compuesto 10 a partir de 4-cloro-2-fluororresorcinol (Fanbo Biochemicals, Ltd., Pekin, China)
5 analogamente al procedimiento para preparar el compuesto 1.

Ejemplo 11

Preparaciéon del compuesto 11

Compuesto 11

Se prepara el compuesto 11 a partir de la condensacion del compuesto 10 con el compuesto 3 analogamente al
10 procedimiento para preparar el compuesto 4.

Ejemplo 12

Preparacién del compuesto 12

Compuesto 12

Se prepara el compuesto 12 por la hidrolisis acida del compuesto 11 con HCI al 20 % analogamente al
15 procedimiento para preparar el compuesto 5.

Ejemplo 13

Preparacién del compuesto 13

HO

Cl

N0 0

0" ‘oH

Compuesto 13

Se prepara el compuesto 13 por la sulfonaciéon del compuesto 12 analogamente al procedimiento para preparar el
20 compuesto 6.
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Ejemplo 14

Preparacién del compuesto 14

57° 0
23,
o OH Compuesto 14

Se prepara el compuesto 14 por la condensacion del compuesto 13 con carbonato de N,N'-disuccinimidilo
analogamente al procedimiento para preparar el compuesto 7.

Ejemplo 15
Preparaciéon del compuesto 15

Cl
HO OH
Cl CHO
Compuesto 15

Se prepara el compuesto 15 a partir de 2,4-diclororresorinol (Fanbo Biochemicals, Ltd.) analogamente al
procedimiento para preparar el compuesto 1.

Ejemplo 16

Preparacién del compuesto 16

Compuesto 16

Se prepara el compuesto 16 por la condensacion del compuesto 15 con el compuesto 3 analogamente al
procedimiento para preparar el compuesto 4.

Ejemplo 17

Preparacién del compuesto 17

Compuesto 17

Se prepara el compuesto 17 por la hidrolisis acida del compuesto 16 con HCI al 20 % analogamente al
procedimiento para preparar el compuesto 5.
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Ejemplo 18

Preparacién del compuesto 18

295,
0" ‘oH

Compuesto 18

Se prepara el compuesto 18 por sulfonacion del compuesto 17 analogamente al procedimiento para preparar el
compuesto 6.

Ejemplo 19

Preparacion del compuesto 19

Compuesto 19

Se prepara el compuesto 19 por condensacion del compuesto 18 con carbonato de N,N'-disuccinimidilo
analogamente al procedimiento para preparar el compuesto 7.

Ejemplo 20

Preparacién del compuesto 20

OMe

Compuesto 20

Se disuelven 2-tiofenoacetato de etilo (5 g) y 4-bromometilbenzoato de metilo (6,2 g) en diclorometano (200 ml). Se
afiade a la disolucién AICI; anhidro (12 g) bajo proteccion de nitrdgeno seco con agitacion vigorosa a 0 °C. Se agita
la mezcla de reaccién bajo proteccion de nitrégeno a 0 °C y se calienta a temperatura ambiente cuando se completa
la reaccion, como se indica por TLC. Se vierte la mezcla de reaccion en agua con hielo y se extrae con cloroformo
(3x200 ml). Se combinan las fases de cloroformo, se secan sobre Na>SO4 anhidro y se retira el disolvente a vacio,
dando un solido bruto. Se purifica adicionalmente el sélido bruto en una columna de gel de silice con un gradiente de
hexanos/acetato de etilo como eluyente, procurando el compuesto 20 deseado.

Ejemplo 21
Preparaciéon del compuesto 21

OH

HO /N

Compuesto 21
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Se disuelve el compuesto 20 (5 g) en etanol (50 ml). Se afiade a la disolucién NaOH 5 M (65 ml). Se agita la mezcla
de reaccion a temperatura ambiente y se neutraliza con HCI concentrado cuando se completa la reacciéon como se
indica por TLC. Se extrae la mezcla de reaccion con acetato de etilo (3x200 ml). Se combinan las fases de acetato
de etilo, se secan sobre Na;SO, anhidro y se retira el disolvente a vacio, dando el compuesto 21 deseado.

Ejemplo 22

Preparaciéon del compuesto 22

Compuesto 22

Se prepara el compuesto 22 por la condensacion del compuesto 21 con el compuesto 1 analogamente al
procedimiento para preparar el compuesto 4.

Ejemplo 23

Preparacién del compuesto 23

Compuesto 23

Se prepara el compuesto 23 por la hidrolisis acida del compuesto 22 con HCI al 20 % analogamente al
procedimiento para preparar el compuesto 5.

Ejemplo 24.

Preparacién del compuesto 24

OH

Compuesto 24

Se prepara el compuesto 24 por LA sufonacion del compuesto 23 analogamente al procedimiento para preparar el
compuesto 6.
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Ejemplo 25

Preparacién del compuesto 25

Q
(8]

Dﬂzb
o

Compuesto 25

Se prepara el compuesto 25 por LA condensacion del compuesto 24 con carbonato de N,N'-disuccinimidilo
analogamente al procedimiento para preparar el compuesto 7.

Ejemplo 26
Preparacién del compuesto 26

AcO o_ .0

5
cl = { ) OH
0

Compuesto 26

Se suspenden el compuesto 1 (1 g) y 2,5-dicarboximetiltiofeno (6 g, Sigma-Aldrich) en anhidrido acético (100 ml). Se
afade a la suspension trietilamina (6 ml) a temperatura ambiente. Se calienta la mezcla de reaccién resultante a
120-140 °C hasta completar la reaccion como se indica por TLC. Después de enfriar a temperatura ambiente, se
vierte la mezcla en agua con hielo y se filtra el precipitado resultante con succion recogiendo el sélido, que se seca
al aire. Se purifica adicionalmente el sdélido bruto en una columna de gel de silice con un gradiente de
cloroformo/metanol como eluyente, procurando el compuesto 26 deseado.

Ejemplo 27

Preparacién del compuesto 27

HO o._ .0

Cl

Compuesto 27

Se prepara el compuesto 27 por la hidrolisis acida del compuesto 26 con HCI al 20 % analogamente al
procedimiento para preparar el compuesto 5.

Ejemplo 28

Preparacién del compuesto 28

HO (8] o
s
Cl = ‘lll. ! OH
::S?D ©
Q" "oH

Compuesto 28
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Se prepara el compuesto 28 por la sulfonaciéon del compuesto 27 analogamente al procedimiento para preparar el
compuesto 6.

Ejemplo 29

Preparacién del compuesto 29

MO0 o I
N
I
0

Cl

87 0O
Q" ‘oH

Compuesto 29

Se prepara el compuesto 29 por la condensacion del compuesto 24 con carbonato de N,N-disuccinimidilo
analogamente al procedimiento para preparar el compuesto 7.

Ejemplo 30
Preparaciéon del compuesto 30

AcD 0. .0

5
HOOC = \‘ ’;

Compuesto 30

Se prepara el compuesto 30 por la condensacion de acido 2,4-dihidroxi-5-formilbenzoico (Fanbo Biochemicals, Ltd.)
con acido 2-tiofenoacético analogamente al procedimiento para preparar el compuesto 4.

Ejemplo 31
Preparacién del compuesto 31

HO L0, 0

L s
HOOC \L .‘;

Compuesto 31

Se prepara el compuesto 31 por la hidrolisis acida del compuesto 30 con HCI al 20 % analogamente al
procedimiento para preparar el compuesto 5.

Ejemplo 32

Preparacién del compuesto 32

Compuesto 32

Se prepara el compuesto 32 por la sulfonacion del compuesto 31 analogamente al procedimiento para preparar el
compuesto 6.
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Ejemplo 33

Preparacién del compuesto 33

HO ©

Compuesto 33

Se prepara el compuesto 33 por la condensacion del compuesto 32 con carbonato de N,N-disuccinimidilo
analogamente al procedimiento para preparar el compuesto 7.

Ejemplo de referencia 34

Preparacién del compuesto 34
HO o #]
= S
oo LA
M

Se calientan 2-benzotiazolacetato de etilo (5 g, Sigma-Aldrich), acido 2,4-dihidroxi-5-formilbenzoico (2 g, Fanbo
Biochemicals, Ltd.), 0,5 ml de piperidina y 0,3 ml de acido acético a reflujo en 100 ml de metanol hasta que se
completa la reaccion como se indica por TLC. Después de enfriar a temperatura ambiente, se filtra la mezcla y se
concentra el filtrado. Se vierte el concentrado filirado en agua y se filtra el precipitado resultante con succién
recogiendo el solido, que se seca al aire. Se purifica adicionalmente el producto bruto con cromatografia en gel de
silice procurando el compuesto 34 deseado.

Compuesto 34

Ejemplo de referencia 35

Preparacion del compuesto 35

?H
O=5=0

Compuesto 35

Se prepara el compuesto 35 por la sulfonacion del compuesto 34 analogamente al procedimiento para preparar el
compuesto 6.

Ejemplo de referencia 36
Preparacién del compuesto 36
?H
0=5=0

Compuesto 36

Se prepara el compuesto 36 por la condensacion del compuesto 35 con carbonato de N,N-disuccinimidilo
analogamente al procedimiento para preparar el compuesto 7.
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Ejemplo de referencia 37

Preparacién del compuesto 37

Compuesto 37

Se calientan metil-4-carboximetilpiridina (5 g) y 6-bromohexanoato de metilo (8 g) en 1,2-diclorobenceno (50 ml)
hasta que la reacciéon se completa como se indica por TLC. Después de enfriar a temperatura ambiente, se filtra la
mezcla recogiendo el solido, que se lava con éter y se seca al aire. Se usa directamente el producto bruto para la
siguiente etapa de reaccion sin purificacion adicional.

Ejemplo de referencia 38

Preparacién del compuesto 38

HO o, .0

=
+

™AL

\* Compuesto 38

1ﬂa-*l"'l

Se prepara el compuesto 38 por la condensacion catalizada por piperidina del compuesto 37 con resorcinol
analogamente al procedimiento para preparar el compuesto 34.

Ejemplo de referencia 39

Preparacién del compuesto 39

HO o._-0

OH Compuesto 39

Se prepara el compuesto 39 por la hidrélisis del compuesto 38 analogamente al procedimiento para preparar el
compuesto 5.

Ejemplo de referencia 40

Preparacién del compuesto 40

HO o_.0

Compuesto 40

Se prepara el compuesto 40 por la condensacion del compuesto 39 con carbonato de N,N-disuccinimidilo
analogamente al procedimiento para preparar el compuesto 7.
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Ejemplo 41
Preparacion de conjugados de proteina-tinte

Pueden prepararse conjugados de proteina-tinte por medios estandares tales como aquellos descritos, por ejemplo,
en Haugland et al. 1995, Meth. Mol. Biol. 45: 205; Haugland, 1995, Meth. Mol. Biol. 45: 223; Haugland, 1995, Meth.
Mol. Biol. 45: 235; Haugland, 2000, Current Protocols In Cell Biology 16.5.1-16.5.22. Por ejemplo, pueden
prepararse conjugados de proteina-tinte usando un éster de succinimidilo de la invencion como sigue.

Se prepara una disolucién de la proteina a aproximadamente 10 mg/ml en bicarbonato de sodio 0,1 M. Se disuelven
los reactivos de marcaje en un disolvente adecuado tal como agua o DMF o DMSO a aproximadamente 10 mg/ml.
Se afiaden cantidades predeterminadas de los reactivos de marcaje a las disoluciones de proteina con agitacion. Se
incuba la mezcla de reaccién a temperatura ambiente durante 1 hora o en hielo durante varias horas. Se separa
tipicamente el conjugado de tinte-proteina del reactivo no reaccionado libre por cromatografia de exclusion por
tamafio, tal como en resina Amersham PD-10 (GE Healthcare Bio-Sciences Corp., Piscataway, NJ) equilibrada con
disolucion salina tamponada con fosfato (PBS). Se recoge la banda coloreada que contiene proteina inicial y se
determina el grado de sustitucion a partir de la absorbancia al maximo de absorbancia de cada fluoréforo, usando el
coeficiente de extincion del fluoréforo libre. El conjugado de tinte-proteina asi obtenido puede subfraccionarse
procurando conjugados con GDS mayor, menor o mas uniforme.

Para muchas aplicaciones, tales como para producir anticuerpos marcados con tinte, se usa un cociente molar de 10
a 50 equivalentes de tinte por equivalente de proteina. Se entendera que las condiciones de reaccion y
concentraciones de reactante 6ptimas se determinan empiricamente. La optimizacién de conjugacion de tinte-
proteina es bien conocida en la materia y se describe, por ejemplo, en las referencias citadas en la presente
memoria.

Ejemplo 42
Preparacion de conjugados de anticuerpo-tinte

Se describe a continuacion un protocolo preferido para preparar conjugados de tinte de un anticuerpo monoclonal de
IgG. Se prepararon los conjugados de tinte de los compuestos 7, 13, 14, 19, 25 y 60 usando esencialmente el mismo
protocolo, con variaciones menores, al observado a continuacion.

Etapa 1. Preparar la disolucién de anticuerpo: Se prepara una disolucion del anticuerpo en tampon de marcaje (NaPi
0,05 M, pH 8,0 + NaCl 0,15 M + 20 % de glicerol) a una concentracion de aproximadamente 2-20 mg/ml.

La concentracion del anticuerpo en disolucion puede calcularse a partir de la ley de Lambert-Beer, Azgo= ¢p-C-L, en
que Aggo es la absorbancia medida a 280 nm (que es la longitud de onda de absorcion maxima de proteina), ep es el
coeficiente de extincidon molar de la proteina de anticuerpo, C es la concentracion y L es la longitud del recorrido de
la luz a través de la disolucién. Un anticuerpo de IgG tipico tiene un valor de sp de 224.000 cm'M™.

Etapa 2. Preparar la disoluciéon de tinte: Se prepara una disolucion de tinte disolviendo el tinte en DMSO. Se
determina la concentracion de tinte como se describe a continuacion. La exactitud de la medida de la concentracion
de tinte puede mejorarse diluyendo en primer lugar el tinte 1/100 en glicina 1 M, pH 9,6.

Puede calcularse la concentracion de tinte en disolucion a partir de la ley de Lambert-Beer: Ams= &inte’C-L, €n que
Ansx €s la absorbancia medida a la longitud de onda de absorcion maxima del tinte, &ine €S €l coeficiente de
extincion molar del tinte, C es la concentraciéon y L es la longitud del recorrido de la luz a través de la disolucion.
Como ejemplo, la longitud de onda de absorcién maxima del compuesto 7 amida es de aproximadamente 415 nm.
Para otros compuestos de tinte, la longitud de onda de absorcién maxima del tinte reactivo deberia medirse antes de
la conjugacion.

Etapa 3. Llevar a cabo la reaccién de conjugacion: Se calculan las cantidades de anticuerpo y disoluciones de tinte
para obtener el exceso molar deseado de tinte en la reaccion. Para estudios de optimizacion, se llevan a cabo
reacciones usando un intervalo de exceso molar de tinte tipicamente entre 2x y 60x exceso molar de tinte. Se afiade
la disolucion de anticuerpo a la disolucion de tinte con agitacion eficaz o sacudidas y se mantiene la mezcla de
reaccion agitada o sacudida durante 1-2 horas para obtener el conjugado de anticuerpo-tinte.

Etapa 4. Purificar el conjugado: El conjugado de anticuerpo-tinte puede purificarse usando una columna Bio-Spin. Se
cargan 50 pl de disolucién de conjugado de anticuerpo-tinte y 50 pl de un tampén de deteccion (PBS + 20 % de
glicerol + 0,1 % de NaNs) en una columna Bio-Spin, se dispone 1 ml del tampdn de deteccion en el tubo receptor de
la columna de centrifugacion y se separa. Se somete a vortex después de la separacion.

Como alternativa, el conjugado de anticuerpo-tinte puede purificarse usando una columna PD-10 (Amersham
Biosciences, Piscataway, NJ), siguiendo el protocolo del fabricante.
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Etapa 5. Determinar el grado de sustituciéon del conjugado de anticuerpo-tinte: Se calcula el grado de sustitucion
(GDS) usando la siguiente ecuacion:

GDS = [tinte])/[anticuerpo] =Amaxep/(&tinte’ (A2g0° 0,55  Amax)),

en que [tinte] es la concentracion de tinte, [anticuerpo] es la concentracion de anticuerpo, Amax €s la absorbancia
medida a la longitud de onda de absorcidon maxima del tinte, Azso es la absorbancia medida a 280 nm, ¢p es el
coeficiente de extincion molar de la proteina de anticuerpo y &ine €s €l coeficiente de extincion molar del tinte.
Deberia observarse que para obtener un GDS exacto, el conjugado deberia estar libre de tinte no conjugado.

Para un marcaje eficaz, el grado de sustitucion deberia entrar tipicamente entre 3-20 moles de tinte por mol de
anticuerpo. Como es bien conocido en la materia, el GDS que proporciona un marcaje optimo dependera del
anticuerpo y, en algunos, casos, un GDS mayor puede proporcionar un marcaje mejorado. El marcaje 6ptimo se
determina empiricamente preparando conjugados de tinte en un intervalo de GDS y comparando las intensidades de
fluorescencia medidas. Se muestran ejemplos en las figuras.

Ejemplo 43
Preparacion de conjugados de tinte de glicoproteinas oxidadas con peryodato

Se tratan muestras de 5 mg de anticuerpo de IgG de cabra (que tiene una cadena polisacaridica fijada a la proteina)
en 1 ml de acetato 0,1 M, NaCl 0,135 M, pH 5,5 con 2,1 mg de metaperyodato de sodio en hielo durante un periodo
de tiempo determinado experimentalmente como suficiente para dar como resultado la cantidad deseada de grupos
aldehido en la glicoproteina, que se hacen reaccionar entonces con el compuesto 5. Se detienen las reacciones
mediante la adicion de 30 pl de etilenglicol. Se purifican los anticuerpos en una columna Sephadex G25
empaquetada en PBS pH 7,2. Se afiade 1/10 de volumen de bicarbonato de sodio 1 M para elevar el pH y se ahade
el compuesto 5 a un cociente molar de tinte a proteina de 50:1. Se agita la reaccion a temperatura ambiente durante
un periodo de tiempo determinado experimentalmente como suficiente para dar como resultado el cociente de
tinte/proteina deseado. Se afiade cianoborohidruro de sodio a una concentracion final de 10 mM y se agita la
reaccion durante 4 horas a temperatura ambiente. Se purifican los conjugados de anticuerpo por dialisis y en
columnas de Sephadex G25 como se describe anteriormente. Las glicoproteinas oxidadas con peryodato en geles y
transferencias pueden marcarse también, esencialmente como se describe en Estep y Miller, 1986, Anal.
Biochem.157: 100-10.

Ejemplo 44
Preparacion de un conjugado de proteina-tinte usando un tinte reactivo con tiol

Se prepara una disolucién de B-galactosidasa, una proteina rica en grupos tiol libres, en PBS (2,0 mg en 400 pl). Se
trata entonces la disolucion de proteina con una disolucién 10 mg/l del derivado de maleimida compuesto 9 en DMF.
Se retira el tinte no reaccionado en una columna de centrifugacion. Se estima el grado de sustitucion por el tinte
usando el coeficiente de extincion del tinte libre, como se describe en el Ejemplo 42. Se estima la concentracion de
proteina a partir de la absorbancia a 280 nm, corregida por la absorbancia del compuesto 9 a esa longitud de onda.

Ejemplo 45
Preparacion de conjugados de aminodextrano-tinte

Se preparan conjugados de aminodextrano-tinte como sigue, usando aminodextrano de PM 70.000 (50 mg)
derivatizados con una media de 13 grupos amino como ejemplo. Se disuelve el aminodextrano (50 mg) a 10 mg/ml
en NaHCO; 0,1 M. Se afiaden compuesto 7, 13, 14, 19, 25 o 60 para dar un cociente de tinte/dextrano de
aproximadamente 10-15. Después de 6-12 horas, se purifica el conjugado resultante en SEPHADEX G-50 y se eluye
con agua. Se conjugan tipicamente 6-10 mol de tinte con dextrano de PM 70.000.

Ejemplo 46
Preparaciéon de microesferas marcadas con tinte

Las microesferas pueden marcarse con un tinte de la presente invencién usando cualquiera de una serie de
protocolos conocidos. Se describen ejemplos a continuacion.

Las microesferas modificadas quimicamente para tener grupos funcionales tales como amino, carboxilo o aldehido
sobre la superficie pueden marcarse en superficie conjugando covalentemente los grupos de superficie con los
correspondientes tintes reactivos, como se enumeran en la Tabla 1. Por ejemplo, las microesferas modificadas con
amina se conjugan facilmente con los tintes de la invencion a través de ésteres de succinimidilo, tales como los
compuestos 7, 13, 14, 19, 25 0 60.

Una proteina marcada con tinte, preparada como se describe anteriormente, puede acoplarse covalentemente a
través de sus residuos amino con grupos carboxilato en una microesfera usando 3-(dimetilaminopropil)carbodiimida
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de etilo (EDAC). Como alternativa, la proteina marcada con tinte puede adsorberse pasivamente sobre las
microesferas. Por ejemplo, se suspenden microesferas modificadas con carboxilato en una disolucidon de proteina
marcada con tinte, se deja adsorber pasivamente la proteina sobre las microesferas y se retira la proteina en exceso
por centrifugacion y lavado. Las microparticulas de un tamafio que no pueda centrifugarse se separan de la proteina
en exceso mediante didlisis a través de una membrana semipermeable con un corte de alto PM o por cromatografia
de filtracién en gel.

Las microesferas biotiniladas pueden tratarse con una estreptavidina, avidina o anti-biotina conjugada con un tinte
de la invencién, como se describe anteriormente.

Ejemplo 47
Preparacion de conjugados de nucleétido-tinte

Los nucleétidos conjugados con los tintes de la invenciéon pueden prepararse facilmente por un especialista en la
materia siguiendo procedimientos publicados bien conocidos tales como los descritos en M. Nimmakayalu et al.,
2000, Biotechniques 28, 518-522; Muhlegger et al., 1990, Biol. Chem. Hoppe Seyler 371, 953-965 y Giaid et al.,
1989, Histochemistry 93, 191-196. Se describen a continuaciéon ejemplos de conjugaciones particulares.

Se afiaden los compuestos 7, 13, 14, 19, 25 0 60 en 100 yl de DMF y 5 pl de trietilamina a 2 mg de 5'-trifosfato de 5-
(3-aminoalil)-2'-desoxiuridina (Sigma-Aldrich) en 100 ul de agua. Después de 3 horas, se evapora la disolucion y se
purifica el residuo por HPLC. Se liofilizan las fracciones de producto, dando conjugado nucleotidico fluorescente.

Como alternativa, se preparan conjugados de tinte fluorescente de 5’-trifosfato de desoxiuridina a partir de 5'-
trifosfato de 5-(3-amino-1-propinil)-2’-desoxiuridina, o tratando un nucleétido tiolado o un nucleoétido tiofosfatado con
un tinte reactivo con tiol de la invencion (tal como el compuesto 9 de maleimida).

Como alternativa, se hace reaccionar 5-trifosfato de 2'-(o 3')-2-aminoetilaminocarboniladenosina con un ligero
exceso del compuesto 7, 13, 14, 19, 25 o 60, seguido de precipitacién con etanol, y se purifica el producto
modificado con ribosa por HPLC preparativa.

Ejemplo 48
Preparacion de conjugados de oligonucleétido-tinte

Se disuelve una secuencia del cebador M13 de 18 bases modificado en 5'-amina (aproximadamente 100 ug) en 4 pl
de agua. Se afiade a esto 250 ug del compuesto 7, 13, 14, 19, 25 0 60 en 100 pl de borato de sodio 0,1 M, pH 8,5.
Después de 16 horas, se afiaden 10 pl de NaCl 5 M y 3 voliumenes de etanol frio. Se enfria la mezcla a -20 °C, se
centrifuga y se decanta el sobrenadante, se aclara el sedimento con etanol y se disuelve entonces el sedimento en
100 pl de agua. Se purifica el oligonucleétido marcado por HPLC. Se recoge el pico deseado y se evapora, dando el
conjugado de oligonucleodtido-tinte fluorescente.

Ejemplo 49
Analisis celular por citometria de flujo usando conjugados de tinte-anticuerpo

Los anticuerpos especificos de analito conjugados con un compuesto de tinte de la presente invencion
(concretamente, anticuerpos marcados) son utiles para el analisis de células sanguineas (por ejemplo, en muestras
de sangre completa) por citometria de flujo. Se usan los anticuerpos marcados para marcar (tefir) proteinas
celulares y se detectan las células marcadas usando un citémetro de flujo.

Se tifien tipicamente muestras (100 pl) de sangre completa (preferiblemente recogida en EDTA) con conjugado de
anticuerpo-tinte durante 30-60 minutos en la oscuridad a una concentracion de tinte-conjugado de 1 ug o menos por
0,1 ml de sangre. Después de la tincion, se afiaden a la muestra 2 ml de disolucién de lisis 1X FACS™ (BD
Bioscience, San José, CA), se mezcla la muestra a velocidad media en un mezclador por vortex y se incuba
entonces a temperatura ambiente durante 10 min. Se centrifuga la muestra a 2-500 g (preferiblemente 2-300)
durante 5 minutos y se decanta el sobrenadante. Se lava la muestra (se resuspende en 2 ml de tampén de lavado
de BSA al 0,5 %/PBS, se mezcla y se centrifuga) dos veces, se resuspende en 0,5 ml de tampon de lavado o 150 pl
de tampdn de estabilizacion de la fijacion y se mantiene a 4 °C hasta el analisis citométrico de flujo.

Se lleva a cabo preferiblemente el analisis de las células tefiidas usando un citémetro de flujo BD LSR Il (BD
Biosciences, San José, CA) equipado con un laser azul (488 nm), otro rojo (~633 nm) y otro violeta (405 nm). La
optica de deteccion incluye deteccion en un canal de deteccion de fluorescencia de 525/50 nm. Los biopolimeros
fluorescentes que incorporan compuestos de tinte tales como el compuesto 7, 13 y 25 exhiben un maximo de
excitacion que coincide estrechamente con la emision a 405 nm del laser violeta, y se mide la emisién de los
biopolimeros en el canal de deteccion de 525/50 nm. Se ajusta el citémetro de flujo siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se llevan a cabo los andlisis citométricos de flujo de la muestra de células tefidas segun los protocolos
del fabricante, y se analizan los datos usando técnicas estandares bien conocidas en el campo, obteniendo una
intensidad de fluorescencia mediana para la poblacion celular de interés.
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Se entendera que el conjugado de anticuerpo particular usado, los componentes de reaccion especificos y las
condiciones de reaccion particulares usados puedan tener un efecto sobre los resultados obtenidos. Deberia llevarse
a cabo una experimentacion rutinaria para determinar los componentes de reaccién preferidos, tales como tampones
o disoluciones de lisis, y las condiciones de reaccion, incluyendo tiempos y temperaturas de tincion. Dicha
optimizacion rutinaria de las condiciones de ensayo es una practica estandar en el campo de los ensayos basados
en inmunotincion.

Ejemplo 50
Conjugados de tinte de anticuerpos anti-CD4, -CD8 y -CD45

Se prepararon conjugados de tinte usando anticuerpos especificos de CD4 y CD45 (clones SK3 y 2D1,
respectivamente, de BD Biosciences, San José, CA), conjugado cada uno, en preparaciones separadas, con los
compuestos 7, 13 y 25, en un intervalo de cocientes de tinte a proteina. Se prepararon los conjugados de
anticuerpo-tinte esencialmente como se describe en el ejemplo 42 anterior. Se usaron los conjugados de anticuerpo
de los anticuerpos de CD4 y CD45 para analizar los linfocitos en muestras de sangre completa, esencialmente como
se describe en el ejemplo 49 anterior.

Los datos indicaban un cociente de tinte a proteina éptimo para cada par de anticuerpo-tinte. Para cada anticuerpo,
el cociente de tinte a proteina 6ptimo para cada uno de los tres tintes aparecia a cocientes similares. Comparando
los diferentes anticuerpos conjugados con los mismos tintes, los cocientes de tinte a proteina &éptimos eran
significativamente diferentes, observandose la fluorescencia o6ptima al mayor cociente para CD4. En estos
experimentos, no se observé un autoapagamiento apreciable con los conjugados de tinte de CD4 que tienen
cocientes de tinte a proteina mayores que el cociente 6ptimo (en el intervalo probado), permaneciendo la
fluorescencia al nivel 6ptimo. En contraposicion, se observd un autoapagamiento significativo con conjugados de
tinte de CD45 con un cociente de tinte a proteina mayor que el cociente 6ptimo. Comparando la tincion de
fluorescencia maxima obtenida usando cada compuesto de tinte, el compuesto 7 procuraba mejor tincién de
fluorescencia que el compuesto 13, que procuraba mejor tincion de fluorescencia que el compuesto 25.

Los resultados indican que los tres conjugados de tinte son utiles en la preparacion de reactivos de deteccion
especificos de antigeno para ensayos de inmunofluorescencia analizados por citometria de flujo. En general, se
determina empiricamente cada uno de los cocientes de tinte a proteina 6ptimos (por optimizacion rutinaria) para
cada anticuerpo especifico para marcar.

Ejemplo 51
Conjugados de tinte de anticuerpos anti-CD3, -CD4, -CD8 y -CD45

Se prepararon conjugados de tinte usando cuatro anticuerpos diferentes, anticuerpos de CD3, CD4, CD8 y CD45
(clones SK7, SK3, SK1 y 2D1, respectivamente, de BD Biosciences, San José, CA), cada uno conjugado, en
preparaciones separadas, con el compuesto 7 en un intervalo de cocientes de tinte/proteina. Se prepararon los
conjugados de anticuerpo-tinte esencialmente como se describe en el ejemplo 42 anterior. Se usaron los conjugados
de tinte de los anticuerpos de CD3, CD4, CD8 y CD45 para analizar las células linfociticas en muestras de sangre
completa esencialmente como se describe en el ejemplo 49 anterior.

Se resumen los resultados de los analisis en las Figuras 3-6, que muestran graficos de la intensidad de
fluorescencia de la poblacion linfocitica marcada por el conjugado de tinte, graficado frente al cociente de tinte a
proteina para cada conjugado de tinte. En las Figuras 3-5, se resefia la intensidad de fluorescencia como un “indice
de tincion” que proporciona una medida de la intensidad de fluorescencia de una poblacién de células tefiidas frente
a la sefial medida de una poblacidon no tefiida (“negativa”) (concretamente, de fondo) respecto a la anchura de la
distribucion de la fluorescencia medida en la poblacion no tefiida (véase Maecker et al., 2004, “Cytometry Part A’
62A:169-173. El indice de tincion se define como

indice de tincién= (S - U) / (2 - DE negativa),

en la que S es la intensidad de fluorescencia mediana (IFM) medida en la poblacion de células tefidas, U la IFM de
la poblacion de células no tefiidas y DE negativa la desviacion estandar de la intensidad de fluorescencia de la
poblacion de células no tefidas. En la Figura 6, se resefia la intensidad de fluorescencia como la intensidad de
fluorescencia mediana (IFM). Debido a que el anticuerpo de CD45 se une a todos los linfocitos, no habia
poblaciones de linfocitos no tefiidas para usar como medida del fondo en estos experimentos, y no pudo calcularse
el indice de tincion.

Se proporcionan en la Tabla 4 los cocientes de tinte a proteina 6ptimos para cada uno de los anticuerpos
conjugados con tinte.
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Especificidad de anticuerpo Cociente 6ptimo de tinte a proteina
CD3 5

CD4 25

CD8 28

CD45 9

La Figura 3 muestra un grafico de los datos obtenidos usando conjugados de tinte de anticuerpos de CD3
conjugados con compuesto 7 en un intervalo de cocientes de tinte a proteina. El indice de tincion maximo obtenido
demuestra que los conjugados de tinte de este anticuerpo de CD3 marcado con compuesto 7 posibilitan la
discriminacion de la poblacion de linfocitos tefiidos frentes a la fluorescencia de fondo en un ensayo de fluorescencia
citométrica de flujo. Para esta combinacion de anticuerpo y tinte, se observé autoapagamiento a cocientes de tinte a
proteina superiores al éptimo.

La Figura 4 muestra un grafico de los datos obtenidos usando conjugados de tinte de anticuerpos de CD4
conjugados con compuesto 7 en un intervalo de cocientes de tinte a proteina. El indice de tincion maximo obtenido
demuestra que los conjugados de tinte de este anticuerpo de CD4 marcado con compuesto 7 posibilitan la
discriminacion de la poblacion de linfocitos tefiidos frente a la fluorescencia de fondo en un ensayo de
inmunofluorescencia citométrica de flujo. Para esta combinacion de anticuerpo y tinte, se observd poco
autoapagamiento a cocientes de tinte a proteina superiores al 6ptimo, proporcionando un amplio intervalo de
cocientes utilizables.

La Figura 5 muestra una grafica de los datos obtenidos usando conjugados de tinte de anticuerpos de CD8
conjugados con compuesto 7 en un intervalo de cocientes de tinte a proteina. El indice de tincion maximo obtenido
demuestra que los conjugados de tinte de este anticuerpo de CD8 marcado con compuesto 7 posibilita la
discriminacion de la poblacion de linfocitos tefiidos frente a la fluorescencia de fondo en un ensayo de
inmunofluorescencia citométrica de flujo. Para esta combinacion de anticuerpo y tinte, se observd poco
autoapagamiento a cocientes de tinte a proteina superiores al 6ptimo, proporcionando un amplio intervalo de
cocientes utilizables.

La Figura 6 muestra una grafica de los datos obtenidos usando conjugados de tinte de anticuerpos de CD45
conjugados con compuesto 7 en un intervalo de cociente de tinte a proteina. Como la IFM depende, por ejemplo, de
la ganancia del fotodetector, la IFM maxima obtenida no indica directamente la utilidad del conjugado de tinte para
distinguir las poblaciones celulares. Sin embargo, se observé que los conjugados de tinte de este anticuerpo de
CD45 marcado con compuesto 7 proporcionan un marcaje adecuado de las poblaciones de linfocitos para uso en
ensayos de inmunofluorescencia citométrica de flujo. Para esta combinacién de anticuerpo y tinte, se observo
autoapagamiento a cocientes de tinte a proteina superiores al 6ptimo, indicando un intervalo mas estrecho de
cocientes utilizables.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que tiene la estructura de férmula 3:

Ry R

HO 0.0 1Ry
L
R3 ‘*'-.x\'
Ry Riz
en la que
XesOoS;

R1, Rz, Rz y R4 son independientemente H, halégeno, alquilo, alcoxilo, ariloxilo, tiol, alquiltiol, ariltiol, azido, amino,
hidroxilo, sulfonilo, fosfonilo o acido borénico; o alquilo o alcoxilo que estan sustituidos opcionalmente a su vez una o
mas veces con halégeno, amino, hidroxilo, sulfonilo, fosfonilo, carbonilo o acido borénico;

Ri10, R11 ¥ Ri2 son independientemente H, halégeno, alquilo, alcoxilo, ariloxilo, tiol, alquiltiol, ariltiol, azido, amino,
hidroxilo, sulfonilo, fosfonilo, acido borénico L-RG o WSG; o alquilo o alcoxilo que estan sustituidos opcionalmente a
Su vez una o mas veces con halégeno, amino, hidroxilo, sulfonilo, fosfonilo, carbonilo, acido borénico, L-RG o WSG;

RG es un grupo quimicamente reactivo que es acrilamida, amina, acido carboxilico, éster activado de acido
carboxilico, acilazida, acilnitrilo, aldehido, haluro de alquilo, anhidrido, haluro de arilo, azida, aziridina, boronato,
diazoalcano, halogenoacetamida, halogenotriazina, hidrazina, hidroxilamina, imidoéster, isotiocianato, maleimida,
complejo de platino reactivo, haluro de sulfonilo o derivado de psoraleno;

L es un ligador opcional que es nulo, alquilo, alcoxilo, tioalquilo, aminoacido, sulfoaminoacido, poliamina,
polietilenglicol, arilo o heteroarilo;

WSG es un grupo hidrosoluble que es sulfonato, tiosulfato, fosfonato, boronato, amonio, piridio, quinolio o acridio;
al menos uno de Rig, R11y Ry2 contiene L-RG; y

al menos uno de R1g, R11y Ri2 es WSG.

2. El compuesto de la reivindicacion 1, que tiene la estructura de féormula 4:
e ART)
HO 0. _.0 Ry
i
.0"" I ‘L
A3 S
R, R, - L-RG
en la que
XesOoS;

R1, Rz, Rz y R4 son independientemente H, halégeno, alquilo, alcoxilo, ariloxilo, tiol, alquiltiol, ariltiol, azido, amino,
hidroxilo, sulfonilo, fosfonilo o acido borénico; o alquilo o alcoxilo que estan sustituidos opcionalmente a su vez una o
mas veces con halégeno, amino, hidroxilo, sulfonilo, fosfonilo, carbonilo o acido borénico;

R10, ¥ R11 son independientemente H, halégeno, alquilo, alcoxilo, ariloxilo, tiol, alquiltiol, ariltiol, azido, amino,
hidroxilo, sulfonilo, fosfonilo, acido borénico L-RG o WSG; o alquilo o alcoxilo que estan sustituidos opcionalmente a
Su vez una o mas veces con halégeno, amino, hidroxilo, sulfonilo, fosfonilo, carbonilo, acido borénico, L-RG o WSG;
RG es un grupo quimicamente reactivo como se define en la reivindicacion 1;

L es un ligador opcional como se define en la reivindicacion 1;

WSG es un grupo hidrosoluble como se define en la reivindicacion 1;

al menos uno de Rigy R11 contiene L-RG;
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al menos uno de Rig y R11 es WSG; y
al menos uno de R1p y R11 contiene un sulfonato.

3. El compuesto de la reivindicacién 1, que tiene la estructura de férmula 5:

en la que

XesOoS;

R1, Rz, Rz y R4 son independientemente hidrégeno, cloro o fluoro;

R10 ¥ R11 son independientemente hidrégeno, cloro, fluoro o sulfonato;
RG es un grupo quimico reactivo como se define en la reivindicacion 1;
L es un ligador opcional como se define en la reivindicacion 1, y

en la que al menos uno de Rio y R11 es un sulfonato.

4. El compuesto de la reivindicacion 3, en el que RG es un éster activado de acido carboxilico, acilazida,
acilnitrilo, aldehido, haluro de alquilo, anhidrido, haluro de arilo, azida, aziridina, halogenoacetamida,
halogenotriazina, amina, hidrazina, hidroxilamina, imidoéster, isotiocianato o maleimida.

5. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 3 o 4, en el que L es nulo, alquilo, alcoxilo, tioalquilo,
aminoacido, sulfonaminoacido, poliamina o polietilenglicol que tiene 3-20 atomos de carbono.

6. El compuesto de la reivindicacion 1, que tiene la estructura de féormula 6:
Ry
HO o_o0 R0 Ry
— "’ \" —RG
R3 5 L
Rz Ry
en la que

R1, Rz, Rz y R4 son independientemente hidrogeno, cloro o fluoro;
R10 ¥ R11 son independientemente hidrégeno, cloro, fluoro o sulfonato;
RG es un grupo quimico reactivo como se define en la reivindicacion 1;

L es un ligador opcional que es nulo, alquilo, alcoxilo, tioalquilo, aminoacido, sulfoaminoacido, poliamina,
polietilenglicol, arilo, arilalquilo o heteroarilo, y

en la que al menos uno de Rio Yy Ri1 es un sulfonato.

7. El compuesto de la reivindicacion 6, en el que RG es un éster activado de acido carboxilico, acilazida,
acilnitrilo, aldehido, haluro de alquilo, anhidrido, haluro de arilo, azida, aziridina, halogenoacetamida,
halogenotriazina, amina, hidrazina, hidroxilamina, imidoéster, isotiocianato o maleimida.
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8. El compuesto de la reivindicacién 1, que tiene la estructura de férmula 7:

en la que

R3 y R4 son independientemente hidrégeno, cloro o fluoro;

R10 ¥ R11 son independientemente hidrégeno, cloro, fluoro o sulfonato;
nesunenterode 1a10;y

en la que al menos uno de Rio y R11 es un sulfonato.

9. Un conjugado de tinte que tiene la estructura de férmula 11:

—SUE

en la que

XesOoS;

R1, Rz, R3 y R4 son independientemente H, halégeno, alquilo, alcoxilo, ariloxilo, tiol, alquiltiol, azido, amino, hidroxilo,
sulfonilo, fosfonilo o acido bordnico; o alquilo o alcoxilo que estan opcionalmente sustituidos a su vez una o mas
veces con halégeno, amino, hidroxilo, sulfonilo, fosfonilo, carbonilo o acido borénico;

Ri10, R11 ¥ Ri2 son independientemente H, halégeno, alquilo, alcoxilo, ariloxilo, tiol, alquiltiol, ariltiol, azido, amino,
hidroxilo, sulfonilo, fosfonilo, acido borénico o WSG; o alquilo o alcoxilo que estan opcionalmente sustituidos a su
vez una o mas veces con halégeno, amino, hidroxilo, sulfonilo, fosfonilo, carbonilo, acido borénico o WSG;

WSG es un grupo hidrosoluble que es un sulfonato, tiosulfato, fosfonato, boronato, amonio, piridio, quinolio o acridio;
n es un entero de 1 a 35;

SUB es un sustrato que es un biopolimero o un anticuerpo;

al menos uno de Rio, R11 y Ri2 esta unido covalentemente a SUB a través de un ligador opcional L, en el que L es
nulo, alquilo, alcoxilo, tioalquilo, aminoacido, sulfoaminoacido, poliamina, polietilenglicol, arilo o heteroarilo; y

al menos uno de Rig, R11y Ri2 es WSG.
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10. El conjugado de tinte de la reivindicacion 9, que tiene la estructura de férmula 12:
a - Ry
HO 0.0 Ry
A
% A—t—suB
x*
Ry Ry
] e n
en la que
XesOoS;

R1, Rz, Rz y R4 son independientemente H, halégeno, alquilo, alcoxilo, ariloxilo, tiol, alquiltiol, ariltiol, azido, amino,
hidroxilo, sulfonilo, fosfonilo o acido borénico; o alquilo o alcoxilo que estan opcionalmente sustituidos a su vez una o
mas veces con halégeno, amino, hidroxilo, sulfonilo, fosfonilo, carbonilo o acido borénico;

Rio y R41 son independientemente H, haldégeno, alquilo, alcoxilo, ariloxilo, tiol, alquiltiol, ariltiol, azido, amino,
hidroxilo, sulfonilo, fosfonilo, acido borénico o WSG; o alquilo o alcoxilo que estan opcionalmente sustituidos a su
vez una o mas veces con halégeno, amino, hidroxilo, sulfonilo, fosfonilo, carbonilo, acido borénico o WSG;

WSG es un grupo hidrosoluble como se define en la reivindicacion 9;

n es un entero de 1 a 35;

SUB es un sustrato como se define en la reivindicacion 9;

al menos uno de Rqg y R4 esta unido covalentemente a SUB a través de un ligador L opcional como se define en la
reivindicacion 9;

al menos uno de Rip y R11 es WSG; y

al menos uno de R1o y R11 contiene un sulfonato.

11. El conjugado de tinte de la reivindicacion 9, que tiene la estructura de férmula 13:

R4

HO o_.0 RI0 Ry
== /N —5uB
R3 s’ L

Rz Ry
en la que
XesOo0S;

R1, Rz, Rz y R4 son independientemente hidrégeno, cloro o fluoro;

R10 ¥ R11 son independientemente hidrégeno, cloro, fluoro o sulfonato;
L es un ligador opcional como se define en la reivindicacion 9;

SUB es un sustrato como se define en la reivindicacion 9; y

en la que al menos uno de Rio y Ri1 es un sulfonato.

12. El conjugado de tinte de la reivindicacion 11, en el que L es nulo, alquilo, alcoxilo, tioalquilo, aminoacido,
sulfoaminoacido, poliamina o polietilenglicol que tiene 3-20 atomos de carbono.
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13. Un método de deteccién de un analito en una muestra que comprende
a) combinar dicha muestra con un reactivo de deteccidon que comprende un conjugado de tinte de cualquiera
de las reivindicaciones 9 a 12 en condiciones en que dicho reactivo de deteccion forme un complejo con
dicho analito;
b) detectar dichos complejos.
14. Un kit que comprende al menos un compuesto de tinte reactivo que tiene la estructura de férmula 3, férmula
4, férmula 5, formula 6 o formula 7.
15. Un kit que comprende al menos un conjugado de tinte que tiene la estructura de formula 11, férmula 12 o
férmula 13.
16. El compuesto de la reivindicaciéon 1, que tiene la estructura:
HO 0._0 s
N7 O
h .
Cl O
o,
OH 0
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