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DESCRIPCION
Transportadores poliméricos para inmunohistoquimica e hibridacion in situ

La presente solicitud reclama el beneficio de la fecha de presentacion anterior de la solicitud provisional de EE. UU.
n.° 60/931.546, presentada el 23 de mayo de 2007.

CAMPO

La presente divulgacion se refiere a conjugados moleculares, en particular conjugados especificos de Fc, que
comprenden un transportador polimérico que tiene varios grupos funcionales reactivos, aspectos de la presente
divulgacion de un procedimiento para preparar conjugados ejemplares divulgados y aspectos de la presente
divulgacion de un procedimiento para usar los conjugados.

ANTECEDENTES

Se pueden usar conjugados biomoleculares en inmunoensayos para detectar moléculas diana especificas en una
muestra. Son conocidos diversos conjugados, incluyendo conjugados anticuerpo-marcador detectable y conjugados
anticuerpo-enzima, y se han desarrollado varios procedimientos para preparar estos conjugados. Por ejemplo, los
conjugados de anticuerpos a menudo se preparan usando reactivos de acoplamiento que tienen al menos dos grupos
reactivos. Uno de los grupos se usa para acoplarse al anticuerpo, y otro grupo funcional se acopla al marcador
detectable. Estas reacciones de acoplamiento pueden interferir con el rendimiento del conjugado para un propdésito
deseado. Por ejemplo, el acoplamiento puede desactivar los conjugados anticuerpo-enzima, tal como a través de
efectos estéricos, desactivacion de grupos funcionales reactivos criticos para el funcionamiento apropiado, cambios
en la solubilidad, etc. Como resultado, y a pesar de los esfuerzos previos, todavia existe la necesidad de obtener
conjugados moleculares, y procedimientos para su produccién y uso, que proporcionen mayor sensibilidad de ensayo.

Ventana Medical es el cesionario de varias patentes y solicitudes en esta area general, incluyendo: solicitud de patente
de EE. UU. n.° 11/018.897, titulada "Microwave Mediated Synthesis of Nucleic Acid Probes", publicada como
publicacion de EE. UU. n.° 2005/0158770, el 21 de julio de 2005; solicitud provisional de EE. UU. n.° 60/739,794,
presentada el 23 de noviembre de 2005, y la correspondiente solicitud de modelo de utilidad, n.° 11/603.425, titulada
"Molecular Conjugate"; solicitud provisional de EE. UU. n.° 60/856.133, y la correspondiente solicitud de modelo de
utilidad, n.° 11/982.627, titulada "Haptens, Hapten Conjugates, Compositions Thereof and Method for their Preparation
and Use". El ejemplo 12 de la patente '897 divulga un procedimiento para preparar poliacrilamida-hidracida. La solicitud
de patente '897 establece que la "invencion proporciona un procedimiento para preparar una citosina marcada, una
citidina marcada o biomolécula que contiene citidina marcada, tal como oligonucleétidos, moléculas de ADN,
moléculas de ARN, proteinas, péptidos u otras biomoléculas”. Publicacion de patente de EE. UU. n.° 2005/0158770,
parrafo 0044. Ademas, la solicitud establece que "los polimeros lineales que estan funcionalizados con fluoréforos y
grupo(s) nucledfilos(s) también pueden funcionar como restos que contienen indicadores utiles". Y "un polimero
funcionalizado preferente es poliacrilamida-hidracida funcionalizada con fluoréforos, en particular PAH de PM 10.000
a 20.000 que porta entre 10 a 40 grupos hidracida por cadena polimérica". Publicaciéon de patente de EE. UU. n.°
2005/0158770, parrafo 0068. Los grupos indicadores se definen por incluir "cualquier resto detectable usado
comunmente para marcar sondas", incluyendo haptenos y proteinas. Publicacion de patente de EE. UU. n.°
2005/0158770, parrafo 0053.

De acuerdo con el esquema 11 de la solicitud '425, la porcion Fc de un anticuerpo se oxida para formar un aldehido,
y a continuacién se acopla una hidracida tiolada a la porcion Fc del anticuerpo por reacciéon de un nitrégeno de
hidracida con el carbonilo. De acuerdo con el esquema 13 de la solicitud '425, una hidracida tiolada acoplada a la
porcion Fc oxidada de un anticuerpo se hace reaccionar con fosfatasa alcalina que tiene un grupo funcional reactivo
de tiol para formar un conjugado. Y, de acuerdo con el esquema 19, en primer lugar se sintetiza una poliacrilamida-
hidracida, y a continuacion, como se establece en el ejemplo 22:

En un disolvente apropiado, se hace reaccionar el PAH resultante con un agente tiolante, tal como tiol-dPEG-éster
NHS (los solicitantes destacan que el reactivo se debe denominar S-acetil-dPEG-éster NHS) (Quanta Biodesign,
Powell, OH) o reactivo de Traut, para tiolar una porcién (por ejemplo, aproximadamente un 50-75 %) de hidracidas
disponibles (z = 5 a 40) y proporcionar un conector de hidracida-tiol multifuncional polimérico que se puede usar en el
procedimiento divulgado.

Como se entiende actualmente, todos los aspectos de la divulgacién de los conjugados PAH divulgados en la solicitud
'897 tienen al menos una porcion de los grupos funcionales hidracida reactivos tiolados como se divulga en el ejemplo
22. Ademas, es el grupo tiol, proporcionado por la tiolacion de la hidracida, que es el resto reactivo usado para formar
conjugados.

El documento US 2005/158770 A1 divulga un procedimiento para preparar una sonda de acido nucleico.

Buchwalow, I. B., Minin, E. A. y Boecker, W. "A multicolor florescence immunostaining technique for simultaneous
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antigen targeting”, ACTA HISTOCHEMICAL, vol. 107, 2005, paginas 143-148, divulga un protocolo universal basico
para el uso de anticuerpos secundarios que reconocen selectivamente diferentes isotipos/subclases de un anticuerpo
primario monoclonal.

Bocker W. et al. "Common adult stem cells in the human breast give rise to glandular and myoepithelial cell lineages:
A new cell biological concept”, LABORATORY INVESTIGATION, vol. 82, 2002, paginas 737-745, divulga una funcion
de células madre precursoras o diferenciadas de la célula positiva para Ck5 que es responsable de la regeneracion
del epitelio de mama adulto humano.

Bocker W. et al. "Usual ductal hyperplasia of the breast is a committed stem (progenitor) cell lesion distinct from atypical
ductal hyperplasia and ductal carcinoma in situ", JOURNAL OF PATHOLOGY, vol. 198, 2002, paginas 458-467 divulga
que las células que experimentan una transformacidon maligna tienden a estar bastante avanzadas en la estirpe
glandular de la diferenciacion.

Pitt J. Christian et al. "Haptenylation of antibodies during affinity purification: A novel and convenient procedure to
obtain labeled antiboides for quantification and double labeling", HISTOCHEMISTRY AND CELL BIOLOGY, vol. 110,
1998, paginas 311-322, divulga un procedimiento para la haptenilacion de anticuerpos policolonales que combina
purificacion y haptenilacién.

Hartig W. et al. "Simultaneous detection of tau phopho-eptiopes with haptenylated antibodies", NEUROREPORT, vol.
17, 2006, paginas 869-874, divulga que se mostré que anticuerpos y sus derivados biotinilados eran marcadores
sensibles para la deteccion inmunohistoquimica de alteraciones neuropatolégicas durante la enfermedad de
Alzheimer.

Torchilin V. P. "Polymer contrast agents for medical imaging", CURRENT PHARMACEUTICAL BIOTECHNOLOGY,
vol. 1, 2000, paginas 183-215, divulga el uso de polimeros poliquelantes modificados en un extremo con un residuo
fosfolipidico hidréfobo para dar polimeros anfifilicos en liposomas y micelas.

El documento WO 2008/063378 A2 divulga un procedimiento para realizar un ensayo de diagnostico multiplexado, tal
como para dos o mas dianas diferentes.

El documento WO 2008/140452 A1 divulga composiciones de hidracina extendida de forma conjugada de la férmula
(RR2)N(H)n(NH2)n, composiciones de hidrazona fluorescentes de la férmula (RR2)NN=C(R1R2), procedimientos de
formacion de hidrazonas a partir de la reaccién de hidracinas extendidas de forma conjugada con carbonilos
extendidos de forma conjugada,

El documento EP 2 444 804 A2 divulga marcas elementales basadas en conjugados metal-polimero que se
proporcionan para analisis elemental de analitos.

SUMARIO
La presente invencion es como se establece en las reivindicaciones.

Determinados aspectos de la presente divulgacion se refieren a la sintesis, derivatizaciéon, conjugaciéon con
inmunoglobulinas y amplificacion de sefial basada en polimeros discretos relativamente cortos, por ejemplo,
poliacrilamida-hidracida (PAH), que tienen varios grupos funcionales reactivos que reaccionan con varias moléculas
de interés. Muchos de los aspectos divulgados de la presente divulgacion se refieren a polimeros sustancialmente
solubles en agua, o completamente solubles en agua. Con referencia al PAH ejemplar, dichos polimeros son
completamente solubles en agua y pueden presentar numerosas hidracidas reactivas, tales como grupos funcionales
hidracida superiores a cero, y mas tipicamente de aproximadamente 5 hasta al menos 100 grupos hidracida. Los
grupos funcionales reactivos también se pueden cuantificar con referencia al porcentaje de posiciones potenciales
ocupadas por el grupo funcional pertinente, tal como una hidracida. Para los aspectos de la presente divulgacion, el
grupo funcional reactivo comprende tipicamente al menos un 10 %, y hasta al menos un 50 %, de las posiciones
posibles que pueden ser grupos funcionales reactivos. Los grupos funcionales reactivos, tales como la hidracida, se
pueden derivatizar con una variedad de haptenos. Las hidracidas restantes en el transportador se pueden conjugar
directamente con el carbohidrato oxidado de la region Fc del anticuerpo. El pKa bajo de la hidracida ofrece una ventaja
particular ya que la protonacion de los grupos aldehidos generados por la oxidacion de carbohidrato del anticuerpo
facilita la conjugacion del transportador de hapteno polimérico. Ademas, el transportador se instala en la region Fc del
anticuerpo, lejos del sitio de unidn de la IgG. El conjugado resultante presenta una amplificacion de sefial muy grande
en comparacion con las basadas en Fc derivatizados con haptenos individuales.

Un aspecto del procedimiento divulgado se refiere a la formacion de un conjugado molecular acoplando una molécula
de unidn especifica a un marcador detectable a través de grupos funcionales hidracida reactivos proporcionados por
un transportador de poliacrilamida-hidracida. La poliacrilamida-hidracida es preferentemente soluble en agua. El peso
molecular promedio de la porcién polimérica puede variar, y tipicamente es de tan solo 50 hasta al menos
aproximadamente 100.000, mas tipicamente de aproximadamente 1.000 a aproximadamente 50.000, e incluso mas
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tipicamente de aproximadamente 5.000 a aproximadamente 40.000. Determinadas divulgaciones usan poliacrilamida-
hidracidas que tienen un peso molecular promedio de aproximadamente 10.000 o menos. Y, para divulgaciones
particulares, el grupo funcional hidracida de la poliacrilamida-hidracida no esta tiolado.

Un aspecto particular de la presente divulgacién comprende formar un primer compuesto acoplando la molécula de
union especifica a al menos una porcion de los grupos funcionales reactivos. Al menos una porcion de los grupos
funcionales reactivos restantes del primer compuesto se puede acoplar a continuacién a un marcador detectable, tal
como un hapteno. De forma alternativa, un transportador polimérico que comprende varios grupos funcionales
reactivos se puede acoplar a un marcador detectable, tal como hapteno. Al menos una porcién de los grupos
funcionales reactivos restantes del primer compuesto se puede acoplar a continuaciéon a una molécula de unién
especifica.

Los aspectos particulares de la presente divulgacion se refieren a anticuerpos como la molécula de unién especifica.
Para un ejemplo de la divulgacién, el transportador polimérico se puede acoplar a la porcién Fc del anticuerpo a través
de los grupos funcionales hidracida reactivos. El anticuerpo se puede activar para reaccionar con los grupos
funcionales reactivos, tal como modificando quimicamente una porcién glucosilada del anticuerpo. En determinados
aspectos de trabajo de la presente divulgacion, el anticuerpo se activa quimicamente por oxidacion para formar un
compuesto que porta carbonilo, tal como un aldehido.

Muchos de los aspectos divulgados de la presente divulgacion se refieren al uso de haptenos como marcador
detectable. El hapteno puede ser cualquier hapteno conocido ahora o descubierto o desarrollado a partir de ahora que
sea adecuado para practicar aspectos divulgados de la presente divulgacién del procedimiento. Son conocidos
muchos haptenos y se usan con frecuencia para procedimientos analiticos, tales como dinitrofenilo, biotina,
digoxigenina, fluoresceina, rodamina o combinaciones de los mismos. Se han desarrollado especificamente otros
haptenos por Ventana Medical Systems, incluyendo haptenos seleccionados de oxazoles, pirazoles, tiazoles,
nitroarilos, benzofuranos, triterpenos, ureas, tioureas, rotenoides, cumarinas, ciclolignanos y combinaciones de los
mismos. Se pueden acoplar varios haptenos diferentes al transportador polimérico. Ademas, se pueden acoplar
compuestos, tales como haptenos, al transportador polimérico usando un conector, tal como un conector NHS-PEG.

Una divulgacion especifica se refiere a un procedimiento para formar un conjugado molecular, que comprende acoplar
una molécula de union especifica a un marcador detectable por un transportador de poliacrilamida-hidracida. El
transportador tiene un peso molecular promedio de 10.000 o menos y varios grupos funcionales hidracida no tiolados
reactivos.

Una divulgacion actualmente preferente que usa transportadores de poliacrilamida-hidracida comprende proporcionar
un transportador polimérico de poliacrilamida, que tiene tipicamente un peso molecular promedio de aproximadamente
10.000 o menos, y que comprende varios grupos funcionales hidracida no tiolados reactivos. La porcion Fc de un
anticuerpo se oxida para formar un aldehido. El transportador polimérico se acopla a la porcién Fc oxidada del
anticuerpo a través de al menos un grupo funcional hidracida reactivo para formar un primer compuesto. El primer
compuesto se acopla a continuacion a al menos un hapteno a través de un grupo funcional hidracida reactivo para
formar un segundo compuesto.

La presente divulgacion también se refiere a un conjugado que comprende poliacrilamida-hidracidas. Para un aspecto
de la divulgacion, una divulgacion de conjugado divulgado comprende una molécula de unién especifica unida
covalentemente a un marcador detectable a través de un grupo funcional hidracida reactivo proporcionado por un
conector de poliacrilamida-hidracida. El conjugado también puede comprender un conector de hidracida basado en
PEG, tal como compuestos que tienen un extremo funcionalizado y un extremo distal que comprende un grupo
funcional hidracida o derivado de hidracida. EI marcador detectable tipicamente se selecciona de una enzima, un
fluoréforo, un luminéforo, una molécula luminiscente, un hapteno, una nanoparticula fluorescente, o combinaciones
de los mismos. Las enzimas ejemplares incluyen fosfatasa alcalina y peroxidasa de rabano picante. Los haptenos
conocidos ejemplares incluyen dinitrofenilo, biotina, digoxigenina, fluoresceina, rodamina o combinaciones de los
mismos. Haptenos ejemplares adicionales, desarrollados por Ventana Medical, incluyen oxazoles, pirazoles, tiazoles,
nitroarilos, benzofuranos, triterpenos, ureas, tioureas, rotenoides, cumarinas, ciclolignanos o combinaciones de los
mismos. La molécula de union especifica a menudo es un anticuerpo, incluyendo anticuerpos antihapteno y
anticuerpos antianticuerpo.

También se pueden usar transportadores de poliacrilamida-hidracida en un procedimiento de ensayo de diagnostico.
Una divulgacion de un procedimiento de este tipo comprende poner en contacto una muestra con una molécula de
union especifica que se une especificamente a una diana. La molécula de unién especifica se conjuga con un
marcador detectable a través del transportador de poliacrilamida-hidracida. La molécula de unién especifica se detecta
a continuacion usando el marcador detectable. Los conjugados divulgados también se pueden usar en un ensayo
multiplexado. Para un aspecto de la divulgacion, incluye un ensayo de diagnostico multiplexado para dos o mas dianas
diferentes en una muestra, donde el procedimiento comprende poner en contacto la muestra con dos 0 mas moléculas
de union especifica que se unen especificamente a dos o mas dianas diferentes. Las dos 0 mas moléculas de union
especifica se conjugan con diferentes haptenos a través de un grupo funcional hidracida reactivo de un transportador
de poliacrilamida-hapteno. A continuacién se pone en contacto la muestra con dos o mas anticuerpos antihapteno
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diferentes que se pueden detectar por separado.

Aunque determinados aspectos divulgados de la presente divulgacion se refieren en particular al uso de
transportadores de poliacrilamida-hidracida, también se contemplan otros transportadores polimeros. Para estos
aspectos de la presente divulgacion, un procedimiento divulgado para formar un conjugado molecular comprende
acoplar una molécula de unién especifica a un marcador detectable a través de grupos funcionales reactivos
proporcionados por un transportador polimérico. El transportador polimérico comprende una porcion polimérica
seleccionada de poli(acidos acrilicos), polietileniminas, polisacaridos, poli(etilenos-alt-acidos maleicos),
poliaminoacidos o polivinilpirrolidonas. La porcidon polimérica también incluye varios grupos funcionales reactivos
seleccionados de hidracinas, hidracidas, derivados de hidracina, derivados de hidracida, guanidinas,
aminoguanidinas, hidroxilaminas, o combinaciones de los mismos. Las especies de polisacaridos ejemplares se
pueden seleccionar de carbohidratos, celulosa, carboximetilcelulosa, dextrano, glucégeno, poli(acido hialurénico) y
almidén. Los poliaminoacidos se pueden seleccionar de poli(arginina), poli(aspargina), poli(acido aspartico), poli(acido
glutdmico), poli(glutamina), poli(lisina) o combinaciones de los mismos.

Para aspectos particulares de la presente divulgacion, el procedimiento comprende formar un primer compuesto
acoplando la molécula de unién especifica a al menos una porcién de los grupos funcionales reactivos. Al menos una
porciéon de cualquier grupo funcional no reaccionado restante del primer compuesto se acopla a un marcador
detectable. De forma alternativa, el procedimiento puede comprender formar un primer compuesto acoplando un
marcador detectable a al menos una porcién de los grupos funcionales reactivos, y a continuacion acoplar al menos
una porcion de los grupos funcionales reactivos restantes del primer compuesto a una molécula de unién especifica.

Una clase de moléculas de unidn especifica son los anticuerpos. El procedimiento puede comprender acoplar el
transportador polimérico a la porcion Fc del anticuerpo a través de un grupo funcional reactivo. De nuevo, el anticuerpo
se puede activar para reaccionar con los grupos funcionales reactivos, tal como modificando quimicamente una
porcion glucosilada del anticuerpo.

La molécula de unién especifica puede ser un anticuerpo y el marcador detectable puede ser un hapteno, como se
describe con referencia a los transportadores de poliacrilamida-hidracida. Se pueden acoplar varios haptenos
diferentes al transportador polimérico, y uno cualquiera o mas de dichos haptenos se pueden acoplar al transportador
usando un conector, tal como un conector basado en PEG.

Un aspecto particular de la presente divulgacion del procedimiento para formar un conjugado comprende proporcionar
un transportador polimérico que comprende una porcion polimérica seleccionada de poli(acidos acrilicos),
polietileniminas, polisacaridos, poli(etilenos-alt-acidos maleicos), poliaminoacidos o polivinilpirrolidonas. La porcién
polimérica incluye varios grupos funcionales reactivos seleccionados de hidracinas, hidracidas, derivados de
hidracina, derivados de hidracida, guanidinas, aminoguanidinas, hidroxilaminas, o combinaciones de los mismos. La
porcion Fc de un anticuerpo se oxida para formar un aldehido. El transportador polimérico se acopla a la porcion Fc
oxidada del anticuerpo y a al menos un hapteno, y potencialmente varios haptenos diferentes, a través de grupos
funcionales reactivos.

Una divulgaciéon del procedimiento comprende formar un conjugado molecular proporcionando un transportador
polimérico que comprende una porcién polimérica seleccionada de poli(acidos acrilicos), polietileniminas,
polisacaridos, poli(etilenos-alt-acidos maleicos), poliaminoacidos o polivinilpirrolidonas. La porcion polimérica también
incluye varios grupos funcionales reactivos seleccionados de hidracinas, hidracidas, derivados de hidracina, derivados
de hidracida, guanidinas, aminoguanidinas, hidroxilaminas, o combinaciones de los mismos. Una molécula de union
especifica se acopla al transportador polimérico a través de un grupo funcional reactivo. Un hapteno también se acopla
al transportador polimérico a través de un grupo funcional reactivo, seleccionandose el hapteno de oxazoles, pirazoles,
tiazoles, nitroarilos, benzofuranos, triterpenos, ureas, tioureas, rotenoides, cumarinas, ciclolignanos y combinaciones
de los mismos.

También se describen conjugados moleculares que comprenden transportadores poliméricos distintos de
poliacrilamida-hidracidas. Los conjugados ejemplares comprenden una molécula de union especifica acoplada a un
marcador detectable a través de un transportador polimérico que comprende una porcioén polimérica seleccionada de
poliacrilamida-N-hidroxisuccinimida, poli(acidos acrilicos), polietileniminas, polisacaridos, poli(etilenos-alt-acidos
maleicos), poliaminoacidos o polivinilpirrolidonas. Se puede encontrar informacion adicional sobre materiales
poliméricos de poliacrilamida-N-hidroxisuccinimida en Pollack et al., "Enzyme Immobilization by Condensation
Copolymerization into Cross-Linked Polyacrylamide Gels," JACS, vol. 102, paginas 6324-6336. El transportador
también incluye varios grupos funcionales reactivos seleccionados de hidracinas, hidracidas, derivados de hidracina,
derivados de hidracida, guanidinas, aminoguanidinas, hidroxilaminas, o combinaciones de los mismos. Las especies
de polisacaridos ejemplares incluyen carbohidratos, celulosa, carboximetilcelulosa, dextrano, glucégeno, poli(acido
hialurénico) y almidon. Determinadas divulgaciones también usan especies oxidadas, en particular polisacaridos
oxidados. Para un aspecto de la divulgacion, se puede oxidar dextrano usando un agente oxidante adecuado,
incluyendo peryodato o halégenos, tales como bromo, para producir una especie que porta carbonilo, tipicamente un
aldehido, pero potencialmente otras especies que portan carbonilo, tales como cetonas. Los poliaminoacidos
ejemplares incluyen poli(arginina), poli(aspargina), poli(acido aspartico), poli(acido glutdmico), poli(glutamina) y
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poli(lisina). El transportador también puede ser una poli(guanidina) o poli(aminoguanidina).

Como con las poliacrilamida-hidracidas, se pueden usar otros transportadores poliméricos divulgados para realizar un
ensayo de diagnostico para una diana en una muestra. Determinados aspectos divulgados de la presente divulgacion
comprenden poner en contacto la muestra con una molécula de unién especifica que se une especificamente a una
diana, en la que la molécula de unién especifica se conjuga con un marcador detectable a través de un transportador
polimérico que comprende una porcién polimérica seleccionada de poli(acidos acrilicos), polietileniminas,
polisacaridos, poli(etilenos-alt-acidos maleicos), poliaminoacidos o polivinilpirrolidonas. El transportador polimérico
incluye varios grupos funcionales reactivos seleccionados de hidracinas, hidracidas, derivados de hidracina, derivados
de hidracida, guanidinas, aminoguanidinas, hidroxilaminas, o combinaciones de los mismos. La molécula de union
especifica se detecta usando el marcador detectable. Un aspecto de la presente divulgacion de un ensayo de
diagndstico multiplexado para dos o mas dianas diferentes en una muestra comprende poner en contacto una muestra
con dos o mas moléculas de unidn especifica que se unen especificamente a dos o mas dianas diferentes. Las dos o
mas moléculas de unidn especifica se conjugan con diferentes haptenos a través de un transportador de hapteno
polimérico que tiene una porcidon polimérica seleccionada de poliacrilamida-N-hidroxisuccinimidas, poli(acidos
acrilicos), polietileniminas, polisacaridos, poli(etilenos-alt-acidos maleicos), poliaminoacidos o polivinilpirrolidonas.
Como con otras divulgaciones, el transportador polimérico también incluye varios grupos funcionales reactivos
seleccionados de hidracinas, hidracidas, derivados de hidracina, derivados de hidracida, guanidinas,
aminoguanidinas, hidroxilaminas, o combinaciones de los mismos. A continuacién se pone en contacto la muestra con
dos 0 mas anticuerpos antihapteno diferentes que se pueden detectar por separado.

También se proporcionan comparaciones de resultados de tincion, estableciéndose la deteccion génica individual
usando la divulgacion de PAH ejemplar. De forma similar, la sefial de puntos cuanticos funcionalizados con
estreptavidina se potencia mucho en el transportador de biotina polimérico derivatizado con Fc en Fc. Bajo hibridacion
in situ de la sonda génica ADN HER2, el transportador de biotina polimérico en Fc potencia la deteccion de la sefal
de punto cuantico en comparacién con un enlace de biotina no polimérico. Determinados aspectos divulgados de la
presente divulgacion se refieren a un transportador de hapteno polimérico particular, a saber, PAH; sin embargo, se
pueden sintetizar y usar muchos transportadores diferentes como se divulga en el presente documento. Estos
incluyen, a modo de aspecto de la divulgacion y sin limitacion, poliacrilico, poliglucdsido, poliglutamatos, polilisinas,
poliaspartatos adecuadamente derivatizados con los haptenos se pueden usar todos. De forma similar, el alcance de
la divulgacion no se limita a sistemas basados en biotina-estreptavidina. Mas bien, también se puede usar una amplia
variedad de haptenos y los correspondientes anticuerpos conjugados con las entidades generadoras de sefal, por
ejemplo, enzimas, nanoparticulas, puntos cuanticos, fluoréforos, quimioluminoforos, para el aspecto divulgado de la
presente divulgacion.

Los anteriores y otros objetivos, rasgos y ventajas de la divulgacion seran mas evidentes a partir de la siguiente
descripcion detallada, que procede con referencia a las figuras adjuntas.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La FIG. 1 ilustra una divulgacién de un procedimiento para sintetizar un conjugado de anticuerpo haptenilado
especifico de Fc.

La FIG. 2 ilustra un modo de realizacion de un procedimiento para sintetizar un conjugado polimero-polihapteno
funcionalizado con Ab-hidracida especifico de Fc.

La FIG. 3 es una fotografia que ilustra la tincion de Ki-67 en amigdala (filtro de 655 nm; aumento de 20X) usando un
conjugado estreptavidina-punto cuantico 655 con el anticuerpo biotinilado especifico de Fc.

La FIG. 4 es una fotografia que ilustra la tinciéon de Ki-67 en amigdala (filtro de 655 nm; aumento de 20X) usando un
conjugado estreptavidina-punto cuantico 655 con el anticuerpo de poliacrilamida-hidracida biotinilado.

La FIG. 5 es una fotografia que ilustra la tincion de una dilucion 1:10 de Ki-67 en amigdala (filtro de 655 nm; aumento
de 20X) usando un conjugado estreptavidina-punto cuantico 655 con el anticuerpo biotinilado especifico de Fc.

La FIG. 6 es una fotografia que ilustra la tinciéon de una dilucién 1:10 de Ki-67 en amigdala (filtro de paso largo, Omega
Optical XFO5-2; aumento de 20X) usando un conjugado estreptavidina-punto cuantico 655 con el anticuerpo de
poliacrilamida-hidracida biotinilado.

La FIG. 7 ilustra una divulgacién de un protocolo de tincién para la deteccion IHQ QDot.

La FIG. 8 es una fotografia que ilustra la tincion de tejido de amigdala (filtro de paso largo, Omega Optical XFO5-2;
aumento de 20X) usando un conjugado antinitropirazol-punto cuantico 655 con un conjugado anti-lambda-
poliacrilamida-hidracida-nitropirazol.

La FIG. 9 es una fotografia que ilustra la tincién de tejido de amigdala (filtro de paso largo, Omega Optical XFO5-2;
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aumento de 20X) usando un conjugado antibenzofurazano-punto cuantico 585 con un conjugado anti-lambda-
poliacrilamida-hidracida-benzofurazano.

La FIG. 10 es una fotografia que ilustra la tincién de amigdala (filtro de paso largo, Omega Optical XFO5-2; aumento
de 20X) usando un conjugado antidinitrofenilo-punto cuantico 605 con un conjugado anti-lambda-poliacrilamida-
hidracida-dinitrofenilo.

La FIG. 11 es una fotografia que ilustra la tincion de tejido de amigdala (filtro de paso largo, Omega Optical XFO5-2;
aumento de 20X) usando un conjugado antitiazolsulfonamida-punto cuantico 565 con un conjugado anti-lambda-
poliacrilamida-hidracida-tiazolsulfonamida.

La FIG. 12 ilustra una divulgacion de un protocolo de tincion para la deteccion de AP-ISH del VPH.
La FIG. 13 ilustra una divulgacion de un protocolo de tincion para la deteccién de SISH del VPH.

La FIG. 14 es una fotografia que ilustra la tincién de VPH en tejido xenografiado por deteccion de plata (aumento de
40X) usando un anticuerpo anti-lgG de conejo caprino biotinilado especifico de Fc en células CaSki (400-600 copias).

La FIG. 15 es una fotografia que ilustra la tinciéon de VPH en tejido xenografiado por deteccién de plata (aumento de
40X) usando un anticuerpo anti-IgG de conejo caprino biotinilado especifico de Fc en células HelLa (10-50 copias).

La FIG. 16 es una fotografia que ilustra la tincién de VPH en anticuerpo anti-lgG de conejo caprino biotinilado de tejido
xenografiado (aumento de 40X) en células SiHa (1-2 copias), anticuerpo biotinilado especifico de Fc.

La FIG. 17 es una fotografia que ilustra la tincion de VPH en tejido xenografiado por deteccion de plata (aumento de
40X) usando un anticuerpo anti-IgG de conejo caprino biotinilado especifico de Fc en células C33 (0 copias, control
negativo).

La FIG. 18 es una fotografia que ilustra la tincion de VPH en tejido xenografiado por deteccion de plata (aumento de
40X) usando un anticuerpo anti-lgG de conejo caprino biotinilado de poliacrilamida-hidracida en células CaSki (400-
600 copias).

La FIG. 19 es una fotografia que ilustra la tincion de VPH en tejido xenografiado por deteccion de plata (aumento de
40X) usando un anticuerpo anti-lgG de conejo caprino biotinilado de poliacrilamida-hidracida en células HeLa (10-50
copias).

La FIG. 20 es una fotografia que ilustra la tincion de VPH en tejido xenografiado por deteccion de plata (aumento de
40X) usando un anticuerpo anti-lIgG de conejo caprino biotinilado de poliacrilamida-hidracida en células SiHa (1-2
copias).

La FIG. 21 es una fotografia que ilustra la tincion de VPH en tejido xenografiado por deteccion de plata (aumento de
40X) usando un anticuerpo anti-IgG de conejo caprino biotinilado de poliacrilamida-hidracida en células C33 (0 copias,
control negativo).

La FIG. 22 ilustra una divulgacion de un protocolo de tincion para la deteccidon IHQ multiple con puntos cuanticos.

La FIG. 23 es una fotografia que ilustra la tincion de tejido de amigdala (filtro de paso largo, Omega Optical XFO5-2;
aumento de 40X) usando un conjugado antinitropirazol-punto cuantico 655 con un conjugado anti-CD34-
poliacrilamida-hidracida-nitropirazol.

La FIG. 24 es una fotografia que ilustra la tincion de tejido de amigdala (filtro de paso largo, Omega Optical XFO5-2;
aumento de 40X) usando un conjugado antibenzofurazano-punto cuéntico 585 con un conjugado anti-Ki67-
poliacrilamida-hidracida-benzofurazano.

La FIG. 25 es una fotografia que ilustra la tincion de tejido de amigdala (filtro de paso largo, Omega Optical XFO5-2;
aumento de 40X) usando un conjugado dinitrofenilo-punto cuantico 605 con un conjugado anti-kappa-poliacrilamida-
hidracida-dinitrofenilo.

La FIG. 26 es una fotografia que ilustra la tincion de tejido de amigdala (filtro de paso largo, Omega Optical XFO5-2;
aumento de 40X) usando un conjugado antitiazolsulfonamida-punto cuantico 565 con un conjugado anti-CD45-
poliacrilamida-hidracida-tiazolsulfonamida.

La FIG. 27 es una fotografia que ilustra la tinciéon de tejido de amigdala (Olympus DP71; UPlanSApo; aumento de
40X) usando un conjugado antidinitrofenilo-HRP/DAB con un conjugado anti-kappa-polivinilpirrolidona-hidracida-
dinitrofenilo.
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La FIG. 28 es una fotografia que ilustra la tincion de tejido de amigdala (filtro de paso largo, Omega Optical XFO5-2;
aumento de 40X) usando un conjugado antidinitrofenilo-punto cuantico 655 con un conjugado anti-kappa-
polivinilpirrolidona-hidracida-dinitrofenilo.

La FIG. 29 es una fotografia que ilustra la tincién de tejido de amigdala (Olympus DP71; UPlanSApo; aumento de
40X) usando un conjugado antidinitrofenilo-HRP/DAB con un conjugado anti-kappa-poli(isobutileno-co-maleico)-
hidracida-dinitrofenilo.

La FIG. 30 es una fotografia que ilustra la tincion de tejido de amigdala (filtro de paso largo, Omega Optical XFO5-2;
aumento de 40X) usando un conjugado antidinitrofenilo-punto cuantico 655 con un conjugado anti-kappa-
poli(isobutileno-co-maleico)-hidracida-dinitrofenilo.

La FIG. 31 es una fotografia que ilustra la tinciéon de tejido de amigdala (Olympus DP71; UPlanSApo; aumento de
40X) usando un conjugado antidinitrofenilo-HRP/DAB con un conjugado anti-kappa-poli(acido acrilico)-hidracida-
dinitrofenilo.

La FIG. 32 es una fotografia que ilustra la tincion de tejido de amigdala (filtro de paso largo, Omega Optical XFO5-2;
aumento de 40X) usando un conjugado antidinitrofenilo-punto cuantico 655 con un conjugado anti-kappa-poli(acido
acrilico)-hidracida-dinitrofenilo.

DESCRIPCION DETALLADA

. Abreviaturas

Ab - anticuerpo

(Ab - AP) - conjugado anticuerpo-fosfatasa alcalina

ABS - solucion salina tamponada con acetato.

AP - fosfatasa alcalina

BSA - seroalbumina bovina

CMV - citomegalovirus

dPEG - polietilenglicol discreto, tal como dPEG4, que se refiere a un compuesto de PEG dimensionado de forma
discreta que tiene 4 atomos de oxigeno de éter.

EBER - ARN codificado por el virus de Epstein-Barr
DL - marcador detectable

Fc - fragmento cristalizable

HRP - peroxidasa de rabano picante

IHQ - inmunohistoquimica

ISH - hibridacion in situ

MAL - maleimida

MBCH - acido mercaptobutirico-carbohidracida
MBH - acido mercaptobutirico-hidracida

NHS - N-hidroxisuccinimida

SBM - molécula de union especifica

SEC - cromatografia de exclusion por tamafio
SISH - hibridacion in situ con plata

1. Términos
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A menos que se destaque de otro modo, los términos técnicos se usan de acuerdo con el uso convencional. Se pueden
encontrar definiciones de términos comunes en biologia molecular en Benjamin Lewin, Genes VII, publicado por
Oxford University Press, 2000 (ISBN 019879276X); Kendrew et al. (eds.), The Encyclopedia of Molecular Biology,
publicado por Blackwell Publishers, 1994 (ISBN 0632021829); y Robert A. Meyers (ed.), Molecular Biology and
Biotechnology: a Comprehensive Desk Reference, publicado por Wiley, John & Sons, Inc., 1995 (ISBN 0471186341);
y otras referencias similares.

Como se usa en el presente documento, los términos singulares "un", "una" y "el/la" incluyen referentes en plural a
menos que el contexto lo indique claramente de otro modo. De forma similar, la palabra "o" pretende incluir "y" a
menos que el contexto lo indique claramente de otro modo. Ademas, como se usa en el presente documento, el
término "comprende" quiere decir "incluye". Por tanto, "que comprende A o B" quiere decir que incluye A, B, o Ay B.
Se debe entender ademas que todos los tamafios de aminoécidos y todos los valores de peso molecular o masa
molecular, dados para polipéptidos u otros compuestos son aproximados, y se proporcionan para la descripcion.
Aunque se pueden usar procedimientos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente documento
en la practica o en las pruebas de la presente divulgacion, se describen a continuacién procedimientos y materiales
adecuados. En caso de conflicto, dominara la presente memoria descriptiva, incluyendo las explicaciones de los
términos. Ademas, los materiales, procedimientos y ejemplos son solo ilustrativos y no se pretende que sean
limitantes.

Para facilitar la revision de los diversos aspectos de la presente divulgacion, se proporcionan las siguientes
explicaciones de términos especificos:

Amplificacion: determinados aspectos de la presente divulgacion permiten que se detecte una Unica diana usando
varios complejos de visualizacién, donde los complejos pueden ser iguales o diferentes, para facilitar la identificacion
y/o cuantificacion de una diana particular.

Analogo, derivado o mimético: un analogo es una molécula que difiere en la estructura quimica de un compuesto
original, por ejemplo, un homdlogo (que difiere en un incremento en la estructura quimica, tal como una diferencia en
la longitud de una cadena de alquilo), un fragmento molecular, una estructura que difiere en uno o mas grupos
funcionales, un cambio en la ionizacion. A menudo se encuentran andalogos estructurales que usan relaciones
cuantitativas de estructura-actividad (QSAR), con técnicas tales como las divulgadas en Remington ( The Science and
Practice of Pharmacology, 19.2 edicién (1995), capitulo 28). Un derivado es una molécula biolégicamente activa
derivada de la estructura base. Un mimético es una molécula que imita la actividad de otra molécula, tal como una
molécula biolégicamente activa. Las moléculas biolégicamente activas pueden incluir estructuras quimicas que imitan
las actividades bioldgicas de un compuesto.

Animal: organismos vertebrados multicelulares vivos, una categoria que incluye, por ejemplo, mamiferos y aves. El
término mamifero incluye mamiferos tanto humanos como no humanos. De forma similar, el término "sujeto" incluye
sujetos tanto humanos como animales, por ejemplo, humanos, primates no humanos, perros, gatos, caballos y vacas.

Anticuerpo: "anticuerpo” se refiere conjuntamente a inmunoglobulinas o moléculas similares a inmunoglobulinas
(incluyendo a modo de ejemplo y sin limitacion, IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, combinaciones de las mismas, y moléculas
similares producidas durante una respuesta inmunitaria en cualquier vertebrado, por ejemplo, en mamiferos tales
como humanos, cabras, conejos y ratones), asi como especies no mamiferas, tales como inmunoglobulinas de tiburén.
"Anticuerpo" también incluye fragmentos de anticuerpo que se unen especificamente a una molécula de interés (o un
grupo de moléculas de interés altamente similares) para la exclusién sustancial de la unién a otras moléculas (por
ejemplo, anticuerpos y fragmentos de anticuerpo que tienen una constante de unién para la molécula de interés que
es de al menos 102 M-' mayor, al menos 10* M! mayor o al menos 105 M! mayor que una constante de unién para
otras moléculas en una muestra biolégica.

Mas en particular, "anticuerpo” se refiere a un ligando polipeptidico que comprende al menos una region variable de
inmunoglobulina de cadena ligera o cadena pesada que reconoce especificamente y se une a un epitopo de un
antigeno. Los anticuerpos se componen de una cadena pesada y una ligera, de las que cada una tiene una region
variable, denominada la region pesada variable (VH) y la region ligera variable (VL). En conjunto, la region Vh y la
region VL son responsables de la unién del antigeno reconocido por el anticuerpo.

Esto incluye inmunoglobulinas intactas y las variantes y porciones de ellas bien conocidas en la técnica. Los
fragmentos de anticuerpos incluyen fragmentos de anticuerpos proteoliticos [tales como fragmentos F(ab')z,
fragmentos Fab', fragmentos Fab'-SH y fragmentos Fab como son conocidos en la técnica], fragmentos de anticuerpos
recombinantes (tales como fragmentos sFv, fragmentos dsFv, fragmentos sFv biespecificos, fragmentos dsFv
biespecificos, fragmentos F(ab')2, proteinas Fv monocatenarias ("scFv"), proteinas Fv estabilizadas con disulfuro
("dsFv"), diacuerpos y triacuerpos (como son conocidos en la técnica) y anticuerpos camélidos (véanse, por ejemplo,
las patentes de EE. UU. n.° 6.015.695; 6.005.079-5.874.541; 5.840.526; 5.800.988; y 5.759.808). Una proteina scFv
es una proteina de fusion en la que una region variable de la cadena ligera de una inmunoglobulina y una regién
variable de la cadena pesada de una inmunoglobulina se unen por un conector, mientras que en dsFv, las cadenas



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2731432713

se han mutado para introducir un enlace disulfuro para estabilizar la asociaciéon de las cadenas. El término también
incluye formas genomanipuladas, tales como anticuerpos quiméricos (por ejemplo, anticuerpos murinos humanizados)
y anticuerpos heteroconjugados (tales como anticuerpos biespecificos). Véase también, Pierce Catalog and
Handbook, 1994-1995 (Pierce Chemical Co., Rockford, IL); Kuby, J., Immunology, 3.2 Ed., W.H. Freeman & Co., New
York, 1997.

Tipicamente, una inmunoglobulina natural tiene cadenas pesadas (H) y cadenas ligeras (L) interconectadas por
enlaces disulfuro. Existen dos tipos de cadena ligera, lambda (A) y kappa (k). Existen cinco clases (o isotipos)
principales de cadenas pesadas que determinan la actividad funcional de una molécula de anticuerpo: IgM, IgD, IgG,
IgA e IgE.

Cada cadena pesada y ligera contiene una region constante y una region variable (las regiones también son conocidas
como "dominios"). En combinacién, las regiones variables de la cadena pesada y la ligera se unen especificamente
al antigeno. Las regiones variables de la cadena ligera y pesada contienen una region "estructural" interrumpida por
tres regiones hipervariables, también llamadas "regiones determinantes de la complementariedad" o "CDR". Se ha
definido la extension de la region estructural y de las CDR (véase, Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological
Interest, U.S. Department of Health and Human Services, 1991). La base de datos de Kabat ahora se encuentra
actualizada en linea. Las secuencias de las regiones estructurales de diferentes cadenas ligeras o pesadas estan
relativamente conservadas en una especie. La region estructural de un anticuerpo, es decir, las regiones estructurales
combinadas de las cadenas ligera y pesada constitutivas, sirve para posicionar y alinear las CDR en el espacio
tridimensional.

Las CDR son principalmente responsables de la unidon a un epitopo de un antigeno. Las CDR de cada cadena se
denominan tipicamente CDR1, CDR2 y CDRS3, numeradas secuencialmente comenzando desde el extremo N, y
también se identifican tipicamente por la cadena en la que se localiza la CDR particular. Por tanto, una CDR3 de VH
se localiza en el dominio variable de la cadena pesada del anticuerpo en el que se encuentra, mientras que una CDR1
de VL es la CDR1 del dominio variable de la cadena ligera del anticuerpo en el que se encuentra. Un anticuerpo que
se une a RET tendra una region Vy especifica y la secuencia de la regidn Vi, y por tanto secuencias CDR especificas.
Los anticuerpos con diferentes especificidades (es decir, diferentes sitios de combinacién para diferentes antigenos)
tienen diferentes CDR. Aunque son las CDR las que varian de anticuerpo a anticuerpo, solo se implica directamente
un numero limitado de posiciones aminoacidicas en las CDR en la unién a antigeno. Estas posiciones en las CDR se
llaman residuos determinantes de la especificidad (SDR).

Antigeno: un compuesto, composicion o sustancia que puede estar especificamente unida por los productos de
inmunidad humoral o celular especifica, tales como una molécula de anticuerpo o un receptor de linfocitos T. Los
antigenos pueden ser cualquier tipo de molécula, incluyendo, por ejemplo, haptenos, metabolitos intermedios simples,
glucidos (por ejemplo, oligosacaridos), lipidos y hormonas, asi como macromoléculas tales como carbohidratos
complejos (por ejemplo, polisacaridos), fosfolipidos y proteinas. Las categorias comunes de antigenos incluyen, pero
no se limitan a, antigenos viricos, antigenos bacterianos, antigenos fungicos, antigenos de protozoos y otros parasitos,
antigenos tumorales, antigenos implicados en enfermedades autoinmunitarias, alergia y rechazo de injertos, toxinas
y otros antigenos diversos. En un ejemplo, un antigeno es un antigeno de Bacillus, tal como yPGA.

Avidina: cualquier tipo de proteina que se une especificamente a biotina para la exclusiéon sustancial de otras
moléculas pequefias que podrian estar presentes en una muestra bioldgica. Los ejemplos de avidina incluyen avidinas
que estan presentes de forma natural en la clara de huevo, proteina de semillas oleaginosas (por ejemplo, harina de
soja) y grano (por ejemplo, maiz) y estreptavidina, que es una proteina de origen bacteriano.

Afinidad de unién: la tendencia de una molécula a unirse (tipicamente de forma no covalente) con otra molécula, tal
como la tendencia de un miembro de un par de unién especifica por otro miembro de un par de unién especifica. Una
afinidad de union se puede medir como una constante de union, con una afinidad de unién por un par de unién
especifica (tal como un par anticuerpo/antigeno) que puede ser de al menos 1 x 105 M, tal como al menos 1 x 108 M-
1, al menos 1 x 107 M o al menos 1 x 108 M'. En un aspecto de la presente divulgacion, la afinidad de union se
calcula por una modificacion del procedimiento de Scatchard descrito por Frankel et al., Mol. Immunol., 16:101-106,
1979. En otro aspecto de la presente divulgacion, la afinidad de union se mide por una tasa de disociacion
antigeno/anticuerpo. Aln en otro aspecto de la presente divulgacion, una afinidad de unién alta se mide por un
radioinmunoensayo de competicion. En varios aspectos de la presente divulgacion, una afinidad de unién alta por un
par anticuerpo/antigeno es de al menos aproximadamente 1 x 108 M-'. En otros aspectos de la presente divulgacion,
una afinidad de union alta es de al menos aproximadamente 1,5 x 108 M", al menos aproximadamente 2,0 x 108 M-,
al menos aproximadamente 2,5 x 108 M, al menos aproximadamente 3,0 x 108 M, al menos aproximadamente 3,5 x
108 M', al menos aproximadamente 4,0 x 108 M, al menos aproximadamente 4,5 x 108 M, o al menos
aproximadamente 5,0 x 108 M,

Transportador: una molécula a la que se puede unir un hapteno o un antigeno. Las moléculas transportadoras
incluyen transportadores inmunoégenos y transportadores de union especifica. Cuando se une a un transportador
inmundgeno, la molécula unida se puede volver inmundgena. Se pueden elegir transportadores inmundégenos para
incrementar la inmunogenicidad de la molécula unida y/o para provocar anticuerpos contra el transportador, que son
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diagndstica, analitica y/o terapéuticamente beneficiosos. La unién covalente de una molécula a un transportador
puede conferir una potenciacién de la inmunogenicidad y la dependencia de linfocitos T (Pozsgay et al., PNAS
96:5194-97, 1999; Lee et al, J. Immunol. 116:1711-18, 1976; Dintzis et al., PNAS 73:3671-75, 1976). Los
transportadores utiles incluyen transportadores poliméricos, que pueden ser materiales naturales (por ejemplo,
proteinas de bacterias o virus), semisintéticos o sintéticos que contienen uno o mas grupos funcionales a los que se
puede unir un resto reactivo. Los transportadores de unién especifica pueden ser por cualquier tipo de resto de unién
especifica, incluyendo un anticuerpo, una avidina, etc.

Anticuerpo quimérico: un anticuerpo que tiene residuos estructurales de una especie, tal como humano, y CDR (que
en general confieren union a antigeno) de otra especie, tal como un anticuerpo murino que se une especificamente a
RET.

Conjugado: un "conjugado” se refiere a dos 0 mas moléculas (y/o materiales tales como nanoparticulas) que se unen
covalentemente en una construccion mas grande. En algunos aspectos de la presente divulgacién, un conjugado
incluye una o mas biomoléculas (tales como péptidos, proteinas, enzimas, glucidos, polisacaridos, lipidos,
glucoproteinas y lipoproteinas) unidas covalentemente a una o mas de otras moléculas, tales como una o mas de
otras biomoléculas. En otros aspectos de la presente divulgacion, un conjugado incluye una o mas moléculas de union
especifica (tales como anticuerpos) unidas covalentemente a uno o mas marcadores detectables (tales como un
fluoréforo, un luminéforo, nanoparticulas fluorescentes, haptenos, enzimas y combinaciones de los mismos).

Conjugar, acoplar, fijar, unir o enlazar: unir covalentemente una molécula a otra molécula para formar una molécula
mas grande. Por ejemplo, preparar con dos polipéptidos una molécula polipeptidica contigua, o unir covalentemente
un hapteno u otra molécula a un polipéptido, tal como un anticuerpo scFv. En el contexto especifico, los términos
incluyen referencia a fijar un ligando, tal como un resto de anticuerpo, a una molécula efectora ("EM"). El enlace puede
ser por medios quimicos o recombinantes.

Acoplar una molécula de unién especifica a un marcador detectable a través de grupos funcionales hidracida
reactivos: se refiere a unir covalentemente una molécula de unién especifica a otra molécula por un enlace covalente
directo a un atomo de nitrégeno de un grupo funcional hidracida.

Marcador detectable: una molécula o material que puede producir una sefal detectable (tal como visualmente,
electréonicamente o de otro modo) que indica la presencia y/o concentracién del marcador en una muestra. Cuando se
conjuga con una molécula de unién especifica, se puede usar el marcador detectable para localizar y/o cuantificar la
diana a la que se dirige la molécula de union especifica. De este modo, se puede detectar la presencia y/o
concentracion de la diana en una muestra detectando la sefal producida por el marcador detectable. Un marcador
detectable se puede detectar directa o indirectamente, y se pueden usar varios marcadores detectables diferentes
conjugados con moléculas de union especifica diferentes en combinaciéon para detectar una o mas dianas. Por
ejemplo, un primer marcador detectable, tal como un hapteno conjugado con un anticuerpo especifico para una diana,
se puede detectar indirectamente a través del uso de un segundo marcador detectable que se conjuga con una
molécula que se une especificamente al primer marcador detectable. Se pueden conjugar multiples marcadores
detectables que se pueden detectar por separado con diferentes moléculas de unién especifica que se unen
especificamente a diferentes dianas para proporcionar un ensayo multiplexado que puede proporcionar deteccion
simultdnea de las multiples dianas en una muestra. Una sefial detectable se puede generar por cualquier mecanismo
conocido o aun por descubrir, incluyendo la absorcidon, emisiéon y/o dispersion de un fotén (incluyendo fotones de
radiofrecuencia, frecuencia de microondas, frecuencia infrarroja, frecuencia visible y frecuencia ultravioleta). Los
marcadores detectables incluyen materiales y moléculas con color, fluorescentes, fosforescentes y luminiscentes,
catalizadores (tales como enzimas) que convierten una sustancia en otra sustancia para proporcionar una diferencia
detectable (tal como convirtiendo una sustancia incolora en una sustancia coloreada o viceversa, o produciendo un
precipitado o incrementando la turbidez de la muestra), haptenos que se pueden detectar a través de interacciones
de unién anticuerpo-hapteno usando conjugados de anticuerpos marcados de forma detectable adicionales, y
moléculas o materiales paramagnéticos y magnéticos. Los ejemplos particulares de marcadores detectables incluyen
enzimas tales como peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina, fosfatasa acida, glucosa oxidasa, fB-
galactosidasa o B-glucuronidasa; fluoréforos tales como fluoresceinas, lumindforos, cumarinas, tintes BODIPY,
resorufinas y rodaminas (muchos ejemplos adicionales de moléculas fluorescentes se pueden encontrar en The
Handbook - A Guide to Fluorescent Probes and Labeling Technologies, Molecular Probes, Eugene, OR);
nanoparticulas tales como puntos cuanticos (obtenidos, por ejemplo, de QuantumDot Corp, Invitrogen Nanocrystal
Technologies, Hayward, CA; véanse también las patentes de EE. UU. n.° 6.815.064, 6.682.596 y 6.649.138); quelatos
metalicos, tales como los quelatos DOTA y DPTA de iones metalicos radiactivos o paramagnéticos como Gd®*; y
liposomas, por ejemplo, liposomas que contienen moléculas fluorescentes atrapadas. Cuando el marcador detectable
incluye una enzima, se puede usar un sustrato detectable tal como un cromégeno, un compuesto fluorégeno o un
compuesto luminédgeno en combinacién con la enzima para generar una sefal detectable (una amplia variedad de
dichos compuestos esta disponibles comercialmente, por ejemplo, de Invitrogen Corporation, Eugene OR). Los
ejemplos particulares de compuestos cromdégenos incluyen diaminobencidina (DAB), fosfato de 4-nitrofenilo (pNPP),
Fast Red, fosfato de bromocloroindolilo (BCIP), nitroazul de tetrazolio (NBT), BCIP/NBT, Fast Red, AP Orange, AP
Blue, tetrametilbencidina (TMB), 2,2'-azino-di-[3-etilbenzotiazolin-sulfonato] (ABTS), o-dianisidina, 4-cloronaftol (4-
CN), nitrofenil-B-D-galactopiranésido (ONPG), o-fenilendiamina (OPD), 5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-galactopirandsido
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(X-Gal), metilumbeliferil-B-D-galactopiranésido (MU-Gal), p-nitrofenil-a-D-galactopiranésido (PNP), 5-bromo-4-cloro-
3-indolil-B-D-glucuronida (X-Gluc), 3-amino-9-etilcarbazol (AEC), fucsina, yodonitrotetrazolio (INT), azul de tetrazolio
y violeta de tetrazolio. De forma alternativa, se puede usar una enzima en un esquema de deteccion metalografica.
Los procedimientos de deteccién metalografica incluyen el uso de una enzima, tal como fosfatasa alcalina, en
combinacién con un ion metalico soluble en agua y un sustrato inactivo de oxidorreduccién de la enzima. El sustrato
se convierte en un agente activo de oxidorreduccién por la enzima, y el agente activo de oxidorreduccion reduce el
ion metalico, provocando que forme un precipitado detectable. (Véase, por ejemplo, la solicitud de patente de EE. UU.
pendiente de tramite n.° 11/015.646, presentada el 20 de diciembre de 2004, publicacién PCT n.° 2005/003777 y
publicacion de solicitud de patente de EE. UU. n.° 2004/0265922). Los procedimientos de deteccion metalografica
también incluyen el uso de una enzima oxidorreductasa (tal como la peroxidasa de rabano picante) junto con un ion
metalico soluble en agua, un agente oxidante y un agente reductor, de nuevo para formar un precipitado detectable.
(Véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 6.670.113). Los haptenos son moléculas pequefias que se unen
especificamente por anticuerpos, aunque por si mismas no provocaran una respuesta inmunitaria en un animal y
primero se deben unir a una molécula transportadora mas grande tal como una proteina para generar una respuesta
inmunitaria. Los ejemplos de haptenos incluyen dinitrofenilo, biotina, digoxigenina y fluoresceina. Se divulgan ejemplos
adicionales de haptenos oxazol, pirazol, tiazol, nitroarilo, benzofurano, triperpeno, urea, tiourea, rotenoide, cumarina
y ciclolignano en la solicitud de patente provisional de EE. UU. pendiente de tramite n.° 60/856133, presentada el 1
de noviembre de 2006.

Epitopo: un determinante antigénico. Estos son grupos quimicos particulares o secuencias peptidicas contiguas o no
contiguas en una molécula que son antigénicas, es decir, que provocan una respuesta inmunitaria especifica. Un
anticuerpo se une a un epitopo antigénico particular.

Conjugado especifico de Fc: un conjugado de una inmunoglobulina (o fragmento de la misma) en el que una
segunda molécula (tal como un marcador detectable) se une covalentemente a la porcion glucosilada de la
inmunoglobulina (o un fragmento de una inmunoglobulina que retiene la porcion glucosilada). La porcion glucosilada
de una inmunoglobulina se encuentra en la regién Fc, que es una regiéon de una inmunoglobulina que se localiza en
las cadenas pesadas de la inmunoglobulina en posiciones fuera de la porciéon de la inmunoglobulina que es
responsable de la actividad de unién especifica de la inmunoglobulina.

Hapteno: una molécula, tipicamente una molécula pequefia, que se puede combinar especificamente con un
anticuerpo, pero tipicamente no puede ser sustancialmente inmunégena, excepto en combinaciéon con una molécula
transportadora.

Homopolimero: este término se refiere a un polimero formado por la unién conjunta de multiples unidades de un
unico tipo de especie molecular, tal como un Unico mondémero (por ejemplo, un aminoacido).

Anticuerpo humanizado: un anticuerpo que comprende una inmunoglobulina de cadena ligera humanizada y de
cadena pesada humanizada. Un anticuerpo humanizado se une al mismo antigeno que el anticuerpo donante que
proporciona las CDR. La estructura aceptora de una inmunoglobulina o anticuerpo humanizado puede tener un
numero limitado de sustituciones por aminoacidos tomados de la estructura donante. Los anticuerpos humanizados u
otros anticuerpos monoclonales pueden tener sustituciones aminoacidicas conservadoras adicionales que no tienen
sustancialmente ningun efecto sobre la unién a antigeno u otras funciones de inmunoglobulina. Se pueden construir
inmunoglobulinas humanizadas por medio de genomanipulacion (véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.°
5.585.089).

Inmunoglobulina humanizada: una inmunoglobulina que incluye una regioén estructural humana y una o mas CDR
de una inmunoglobulina no humana (por ejemplo, de ratén, rata o sintética). La inmunoglobulina no humana que
proporciona las CDR se denomina "donante" y la inmunoglobulina humana que proporciona la estructura se denomina
"aceptora". En un aspecto de la presente divulgacion, todas las CDR son de la inmunoglobulina donante en una
inmunoglobulina humanizada. Las regiones constantes no necesitan estar presentes, pero si estan, deben ser
sustancialmente idénticas a las regiones constantes de inmunoglobulina humana, es decir, idénticas en al menos
aproximadamente un 85-90 %, tal como aproximadamente un 95 % o mas. Por tanto, todas las partes de una
inmunoglobulina humanizada, excepto posiblemente las CDR, son sustancialmente idénticas a las correspondientes
partes de las secuencias de inmunoglobulinas humanas naturales.

Hidracida o grupo hidracida: un grupo hidracida (—~CO-NH-NH2); un grupo carbohidracida (-NH-NH-CO-NH-NHz);
un grupo semicarbacida (—NH-CO-NH-NHz2); un grupo tiosemicarbacida (-NH-CS-NH-NHz); un grupo tiocarbacida
(-NH-NH-CS-NH-NH2); un grupo acido carbdénico-dihidracina (-NH-CO-NH-NH-CO-NH-NH2) o un derivado que
contiene azufre del mismo; o un grupo hidracina-carboxilato (—O-CO-NH-NH2) o un derivado que contiene azufre del
mismo.

Grupo reactivo de hidracida: un grupo de atomos que puede reaccionar con y formar un enlace covalente con un
grupo hidracida. Los grupos aldehido y cetona son ejemplos de grupos reactivos de hidracida. Los grupos reactivos
de hidracida pueden ser una parte intrinseca de una molécula o se pueden introducir en una molécula. Un
procedimiento para introducir un grupo aldehido (un grupo reactivo de hidracida) en polisacaridos y glucoproteinas
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(incluyendo anticuerpos) es por oxidacion tal como oxidacion mediada por peryodato de dioles vecinales. Ademas, los
dobles enlaces en acidos grasos insaturados y ceramidas se pueden convertir en dioles por tetréxido de osmio y a
continuacién oxidarse por peryodato a aldehidos. Ademas, los residuos de serina y treonina N-terminales de péptidos
y proteinas se pueden oxidar selectivamente por peryodato a grupos aldehido, permitiendo la modificacion selectiva
de determinadas proteinas tales como corticotrofina y B-lactamasa. La modificacién de anticuerpos oxidados con
peryodato no inactiva tipicamente el anticuerpo. La variacion de la concentraciéon de peryodato de sodio durante la
reaccion de oxidacion da cierta especificidad con respecto a los tipos de residuos glucidicos que se modifican. Por
ejemplo, el peryodato de sodio a una concentracion de 1 mM a 0 °C tipicamente escinde solo en los hidroxilos
adyacentes entre los atomos de carbono 7, 8 y 9 de los residuos de acido sialico. La oxidacién de polisacaridos que
usan concentraciones 10 mM o mayores de peryodato de sodio da como resultado la oxidacién de residuos glucidicos
distintos de &cido sialico, creando de este modo muchos aldehidos en un polisacarido dado. Un protocolo general
adecuado se describe por Hermanson, "Bioconjugate Techniques", Academic Press, San Diego, 1996, ISBN 0-12-
342336-8. Otro procedimiento para introducir aldehidos en biomoléculas es a través del uso de glucosa oxidasas
especificas, por ejemplo, galactosa oxidasa, que es una enzima que oxida los residuos de galactosa terminales a
aldehidos, en particular en glucoproteinas. Cuando los residuos de galactosa son penultimos a los residuos de acido
sialico, se puede usar neuramidasa para retirar el residuo de acido sialico y exponer la galactosa como el residuo
terminal. Se proporciona un protocolo para usar una combinaciéon de neuramidasa y galactosa oxidasa para oxidar
residuos de galactosa para proporcionar un grupo aldehido reactivo en Hermanson, "Bioconjugate Techniques",
Academic Press, San Diego, 1996, ISBN 0-12-342336-8. Los aldehidos también se pueden introducir en una molécula
haciendo reaccionar un grupo amina de una molécula con un NHS-aldehido tal como p-formilbenzoato de succinimidilo
(SFB) o p-formilfenoxiacetato de succinimidilo (SFPA) (Invitrogen Corp., Eugene, OR). De forma alternativa, se pueden
usar compuestos de bis-aldehido tales como glutaraldehido para modificar un grupo amina para proporcionar un grupo
aldehido. De nuevo, se proporcionan protocolos adecuados en Hermanson, "Bioconjugate Techniques", Academic
Press, San Diego, 1996, ISBN 0-12-342336-8.

Hidracina, derivados de hidracina: compuestos quimicos o restos que tienen tipicamente una férmula N2Has. Los
derivados de hidracina son compuestos o restos donde al menos uno, y potencialmente varios dtomos de hidrégeno
de hidracina se reemplazan con otros grupos, tales como grupos alifaticos, en particular grupos alquilo, e incluso mas
tipicamente grupos alquilo inferiores.

Respuesta inmunitaria: una respuesta de una célula del sistema inmunitario, tal como un linfocito B, linfocito T,
macréfago o polimorfonucleocito, a un estimulo. Una respuesta inmunitaria puede incluir cualquier célula del cuerpo
implicada en una respuesta de defensa del huésped, por ejemplo, una célula epitelial que secreta interferon o una
citocina. Una respuesta inmunitaria incluye, pero no se limita a, una respuesta inmunitaria innata o inflamacion.

Conjugado o composicion inmunogénica: un término usado en el presente documento para querer decir una
composicion util para estimular o provocar una respuesta inmunitaria especifica (o respuesta inmunogénica) en un
vertebrado. En algunos aspectos de la presente divulgacion, la respuesta inmunogénica es protectora o proporciona
inmunidad protectora, ya que permite al animal vertebrado resistir mejor la progresion de la infeccion o enfermedad
del organismo contra el que se dirige la composicion inmunogénica. Un ejemplo especifico de un tipo de composicion
inmunogénica es una vacuna.

Inmunégeno: un compuesto, composicidn o sustancia que puede, en condiciones apropiadas, estimular la produccién
de anticuerpos o una respuesta de linfocitos T en un animal, incluyendo composiciones que se inyectan o se absorben
en un animal.

Dosis inmunolégicamente eficaz: una dosis inmunolégicamente eficaz de los conjugados divulgados de la
divulgacion es terapéuticamente eficaz y prevendra, tratara, disminuira o atenuara la gravedad, extension o duracion
de una enfermedad o afeccién.

Condiciones inmunolégicamente reactivas: incluye referencia a condiciones que permiten que un anticuerpo
producido frente a un epitopo particular se una a ese epitopo en un grado detectablemente mayor que, y/o hasta la
exclusién sustancial de, la unién a sustancialmente todos los otros epitopos. Las condiciones inmunolégicamente
reactivas dependen del formato de la reaccion de union al anticuerpo y tipicamente son las utilizadas en protocolos
de inmunoensayo o las condiciones encontradas in vivo. Véase Harlow y Lane, supra, para una descripcion de
formatos y condiciones de inmunoensayo. Las condiciones inmunolégicamente reactivas empleadas en los
procedimientos son "condiciones fisioldgicas" que incluyen referencia a condiciones (tales como temperatura,
osmolaridad, pH) que son tipicas dentro de un mamifero o célula de mamifero vivo. Aunque se reconoce que algunos
o6rganos se someten a condiciones extremas, el entorno intraorganico e intracelular normalmente se encuentra
alrededor de pH 7 (es decir, de pH 6,0 a pH 8,0, mas tipicamente de pH 6,5 a 7,5), contiene agua como disolvente
predominante, y existe a una temperatura superior a 0 °C e inferior a 50 °C. La osmolaridad esta dentro del intervalo
que mantiene la viabilidad y proliferacion celular.

Aislado: un microorganismo "aislado" (tal como un virus, bacteria, hongo o protozoo) se ha separado o purificado

sustancialmente a partir de microorganismos de diferentes tipos, cepas o especies. Se pueden aislar microorganismos
por una variedad de técnicas, incluyendo dilucion en serie y cultivo.
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Un componente biolégico "aislado” (tal como una proteina u organulo) se ha separado o purificado sustancialmente a
partir de otros componentes bioldgicos en la célula del organismo en el que se produce el componente de forma
natural, tales como otros ADN y ARN cromosomicos y extracromosomicos, proteinas y organulos. Las proteinas que
se han "aislado" incluyen proteinas purificadas por procedimientos de purificacion estandar. El término también abarca
proteinas preparadas por expresion recombinante en una célula huésped, asi como proteinas sintetizadas
quimicamente, o fragmentos de las mismas.

Ki-67: un antigeno nuclear (proteina) implicado en la proliferacién celular util para el diagndstico de cancer, ya que se
expresa en todas las etapas del ciclo celular, excepto para GO (la fase de reposo).

Péptido conector: un péptido dentro de un fragmento de unién a anticuerpo (tal como un fragmento Fv) que sirve
para unir indirectamente la cadena pesada variable a la cadena ligera variable. "Conector" también se puede referir a
un péptido que sirve para unir un resto selectivo, tal como un scFv, a una molécula efectora, tal como una citotoxina
0 un marcador detectable.

Mamifero: este término incluye mamiferos tanto humanos como no humanos. De forma similar, el término "sujeto"
incluye sujetos tanto humanos como animales.

Molécula de interés o diana: una molécula para la que se va a determinar la presencia, localizacion y/o
concentracion. Los ejemplos de moléculas de interés incluyen proteinas marcadas con haptenos.

Anticuerpo monoclonal: un anticuerpo producido por un Unico clon de linfocitos B o por una célula en la que se han
transfectado los genes de las cadenas ligera y pesada de un unico anticuerpo. Los anticuerpos monoclonales se
producen por procedimientos conocidos por los expertos en la técnica, por ejemplo, preparando células formadoras
de anticuerpos hibridas a partir de una fusién de células de mieloma con células de bazo inmunitarias. Los anticuerpos
monoclonales incluyen anticuerpos monoclonales humanizados.

Multiple, multiplexado, multiplexacion: los aspectos de la presente divulgacion permiten que se detecten multiples
dianas en una muestra de forma sustancialmente simultéanea, o secuencial, como se desee, usando varios diferentes
conjugados. La multiplexacion puede incluir la identificacion y/o cuantificacion de péptidos, proteinas, tanto
individualmente como en cualquiera y todas las combinaciones. La multiplexacion también puede incluir la deteccién
de dos o0 mas de un mensajero y una proteina en una célula en su contexto anatémico.

Nanoparticula: una particula a nanoescala con un tamafio que se mide en nanémetros, por ejemplo, una particula
nanoscopica que tiene al menos una dimensidon de menos de aproximadamente 100 nm. Los ejemplos de
nanoparticulas incluyen nanoparticulas paramagnéticas, nanoparticulas superparamagnéticas, nanoparticulas
metalicas, materiales de tipo fulereno, nanotubos inorganicos, dendrimeros (tales como con quelatos metalicos unidos
de forma covalente), nanofibras, nanocuernos, nanocebollas, nanobarras, nanocuerdas y puntos cuanticos. Una
nanoparticula puede producir una sefal detectable, por ejemplo, a través de la absorcion y/o emisidon de fotones
(incluyendo fotones de radiofrecuencia y visibles) y resonancia de plasmones.

Neoplasia y tumor: el proceso de crecimiento andmalo e incontrolado de las células. La neoplasia es un ejemplo de
un trastorno proliferativo.

El producto de la neoplasia es una neoplasia (un tumor), que es un crecimiento anémalo de tejido que resulta de una
division celular excesiva. Un tumor que no metastatiza se denomina "benigno”. Un tumor que invade el tejido
circundante y/o que puede metastatizar se denomina "maligno”. Los ejemplos de tumores hematoldgicos incluyen
leucemias, incluyendo leucemias agudas (tales como leucemia linfocitica aguda, leucemia mielocitica aguda, leucemia
mieldégena aguda y mieloblastica, promielocitica, mielomonocitica, monocitica y eritroleucemia), leucemias cronicas
(tales como leucemia mielocitica (granulocitica) cronica, leucemia mielégena crénica y leucemia linfocitica crénica),
policitemia vera, linfoma, enfermedad de Hodgkin, linfoma no hodgkiniano (formas de escasa y de gran malignidad),
mieloma multiple, macroglobulinemia de Waldenstrom, enfermedad de las cadenas pesadas, sindrome
mielodisplasico, tricoleucemia y mielodisplasia.

Los ejemplos de tumores solidos, tales como sarcomas y carcinomas, incluyen fibrosarcoma, mixosarcoma,
liposarcoma, condrosarcoma, sarcoma ostedgeno y otros sarcomas, sinovioma, mesotelioma, tumor de Ewing,
liomiosarcoma, rabdomiosarcoma, carcinoma de colon, neoplasia maligna linfocitica, cancer de pancreas, cancer de
mama, cancer de pulmon, cancer ovarico, cancer de préstata, carcinoma hepatocelular, carcinoma de células
escamosas, carcinoma basocelular, adenocarcinoma, carcinoma de glandulas sudoriparas, carcinoma medular
tiroideo, carcinoma papilar tiroideo, feocromocitomas carcinoma de glandulas sebaceas, carcinoma papilar,
adenocarcinomas papilares, carcinoma medular, carcinoma broncédgeno, carcinoma de células renales, hepatoma,
carcinoma de las vias biliares, coriocarcinoma, tumor de Wilms, cancer de cuello uterino, tumor testicular, seminoma,
carcinoma de vejiga y tumores del SNC (tales como un glioma, astrocitoma, meduloblastoma, craneofaringioma,
ependimoma, pinealoma, hemangioblastoma, neurinoma del acustico, oligodendroglioma, menangioma, melanoma,
neuroblastoma y retinoblastoma).
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No tiolado: conjugados que no incluyen un atomo de azufre entre la cadena principal polimérica de un transportador
y la molécula de union especifica.

Acido peptidonucleico: los 4cidos peptidonucleicos son miméticos de acidos nucleicos que comprenden una cadena
principal pseudopeptidica. Los oligdmeros acidos peptidonucleicos forman estructuras dobles estables con oligédmeros
complementarios de ADN, ARN (o ANP) y también se pueden unir a dianas en el ADN doble por invasion de hélice.
La historia, propiedades y aplicaciones de los acidos peptidonucleicos en el descubrimiento de farmacos y la deteccion
de ADN se presentan en el libro "Peptide Nucleic Acids". Los &cidos peptidonucleicos se disefiaron originalmente
como ligandos para reconocer el ADN bicatenario. Las nucleobases del ADN se retuvieron, pero la cadena principal
de desoxirribosa fosfodiéster del ADN se reemplazé por una cadena principal pseudopeptidica. Los acidos
peptidonucleicos ejemplares incluyen acidos peptidonucleicos de homotimina.

Polipéptido: un polimero en el que los mondmeros son residuos aminoacidicos que se fijan conjuntamente a través
de enlaces amida. Cuando los aminoacidos son aminoacidos a, se puede usar el isémero 6ptico L o bien el isémero
optico D. Los términos "polipéptido" o "proteina” como se usa en el presente documento pretenden englobar cualquier
secuencia de aminoacidos e incluyen secuencias modificadas tales como glucoproteinas. El término "polipéptido”
pretende cubrir especificamente proteinas naturales asi como las que se producen de forma recombinante o sintética.

El término "residuo” o "residuo aminoacidico" incluye referencia a un aminoacido que se incorpora en una proteina,
polipéptido o péptido.

Proteina: una molécula, en particular un polipéptido, compuesto de aminoacidos.

Purificado: el término "purificado" no requiere pureza absoluta; mas bien, se destina a un término relativo. Por tanto,
por ejemplo, un péptido, proteina, conjugado u otro compuesto activo purificado es uno que esta aislado todo o en
parte de proteinas u otros contaminantes. En general, los péptidos, proteinas, conjugados u otros compuestos activos
sustancialmente purificados para su uso en la divulgacion comprenden mas de un 80 % de todas las especies
macromoleculares presentes en una preparacion antes de la mezcla o formulacion del péptido, proteina, conjugado u
otro compuesto activo con un vehiculo, excipiente, tampén, agente potenciador de la absorcion, estabilizante,
conservante, coadyuvante u otro coingrediente farmacéutico en una formulacion farmacéutica completa para
administracion terapéutica. Mas tipicamente, el péptido, proteina, conjugado u otro compuesto activo se purifica para
representar mas de un 90 %, a menudo mas de un 95 % de todas las especies macromoleculares presentes en una
preparacion purificada antes de la mezcla con otros ingredientes de formulacién. En otros casos, la preparacion
purificada puede ser esencialmente homogénea, en la que otras especies macromoleculares no son detectables por
técnicas convencionales.

Punto cuantico: una particula a nanoescala que presenta propiedades electronicas y opticas dependientes del
tamafio debido al confinamiento cuantico. Los puntos cuanticos se han construido, por ejemplo, a partir de materiales
semiconductores (por ejemplo, seleniuro de cadmio y sulfuro de plomo) y de cristalitos (cultivados por medio de
epitaxia de haz molecular), etc. Una variedad de puntos cuanticos que tienen caracteristicas diversas de fluorescencia
y quimica de superficie estan disponibles comercialmente de Invitrogen Corporation, Eugene, OR (véase, por ejemplo,
las patentes de EE. UU. n.° 6.815.064, 6.682.596 y 6.649.138). Los puntos cuanticos también estan disponibles
comercialmente de Evident Technologies (Troy, NY). Otros puntos cuanticos incluyen puntos cuanticos de aleacion
tales como los puntos cuanticos ZnSSe, ZnSeTe, ZnSTe, CdSSe, CdSeTe, ScSTe, HgSSe, HgSeTe, HgSTe, ZnCdS,
ZnCdSe, ZnCdTe, ZnHgS, ZnHgSe, ZnHgTe, CdHgS, CdHgSe, CdHgTe, ZnCdSSe, ZnHgSSe, ZnCdSeTe,
ZnHgSeTe, CdHgSSe, CdHgSeTe, InGaAs, GaAlAs e InGaN (los puntos cuanticos de aleacion y los procedimientos
para fabricar los mismos se divulgan, por ejemplo, en la publicacion de la solicitud de EE. UU. n.° 2005/0012182 y la
publicacion PCT WO 2005/001889).

Grupos reactivos: las formulas en toda esta solicitud se refieren a "grupos reactivos", que pueden ser cualquiera de
una variedad de grupos adecuados para acoplar una primera unidad a una segunda unidad como se describe en el
presente documento. Por ejemplo, el grupo reactivo podria ser un grupo reactivo de amina, tal como un isotiocianato,
un isocianato, una acida de acilo, un éster de NHS, un cloruro de acido, tal como cloruro de sulfonilo, aldehidos y
glioxales, epodxidos y oxiranos, carbonatos, agentes de arilacion, imidoésteres, carbodiimidas, anhidridos y
combinaciones de los mismos. Los grupos funcionales reactivos de tiol adecuados incluyen haluros de haloacetilo y
de alquilo, maleimidas, aciridinas, derivados de acriloilo, agentes de arilacién, reactivos de intercambio tiol-disulfuro,
tales como disulfuros de piridilo, TNB-tiol y reductores de disulfuro, y combinaciones de los mismos. Los grupos
funcionales reactivos de carboxilato adecuados incluyen diazoalcanos, compuestos de diazoacetilo, compuestos de
carbonildiimidazol y carbodiimidas. Los grupos funcionales reactivos de hidroxilo adecuados incluyen epdxidos y
oxiranos, carbonildiimidazol, N,N'-disuccinimidilcarbonatos o N-hidroxisuccinimidilcloroformiatos, compuestos
oxidantes de peryodato, oxidacién enzimatica, alquilhalégenos e isocianatos. Los grupos funcionales reactivos de
aldehido y cetona incluyen hidracinas, bases de Schiff, productos de aminacion reductora, productos de condensacion
de Mannich y combinaciones de los mismos. Los compuestos reactivos de hidrégeno activo incluyen derivados de
diazonio, productos de condensacion de Mannich, productos de reaccién de yodacion y combinaciones de los mismos.
Los grupos funcionales quimicos fotorreactivos incluyen arilacidas, arilacidas halogenadas, benzofenonas,
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compuestos diazoicos, derivados de diacirina y combinaciones de los mismos.

Muestra: el término "muestra" se refiere a cualquier sustancia (o material) liquida, semisdlida o sélida en o sobre la
que puede estar presente una diana. En particular, una muestra puede ser una muestra biolégica o una muestra
obtenida de un material bioldgico. Los ejemplos de muestras biolégicas incluyen muestras de tejido y muestras de
citologia, incluyendo los ejemplos mas particulares sangre periférica, orina, saliva, biopsia de tejido, espécimen
quirdrgico, muestras de amniocentesis y material de autopsia.

Cromoégeno A-SISH: una solucién de acetato de plata.
Cromégeno B-SISH: una solucién de hidroquinona.
Cromoégeno C-SISH: una solucion de perdxido de hidrogeno.

Resto de union especifica: un miembro de un par de union especifica. Los pares de union especifica son pares de
moléculas que se caracterizan por que se unen entre si hasta la exclusiéon sustancial de unién a otras moléculas (por
ejemplo, los pares de unién especifica pueden tener una constante de union que es al menos 10% M-' mayor, 10* M-
mayor o 105> M" mayor que una constante de union para cualquiera de los dos miembros del par de union con otras
moléculas en una muestra bioldgica). Los ejemplos particulares de restos de unién especifica incluyen proteinas de
union especifica (por ejemplo, anticuerpos, lectinas, avidinas tales como estreptavidinas y proteina A). Los restos de
union especifica también pueden incluir las moléculas (o porciones de las mismas) que estan unidas especificamente
por dichas proteinas de unioén especifica.

Diana: cualquier molécula para la que se determina o se puede determinar su presencia, localizacion y/o
concentracion. Los ejemplos de moléculas diana incluyen proteinas y haptenos, tales como haptenos unidos
covalentemente a proteinas. Las moléculas diana se detectan tipicamente usando uno o mas conjugados de una
molécula de unién especifica y un marcador detectable.

Cantidad terapéuticamente eficaz: una cantidad de un agente especifico suficiente para lograr un efecto deseado
en un sujeto que se esta tratando con ese agente. Por ejemplo, esta puede ser la cantidad de un conjugado Uutil para
incrementar la resistencia a, prevenir, mejorar y/o tratar una infeccién y enfermedad. Idealmente, una cantidad
terapéuticamente eficaz de un agente es una cantidad suficiente para incrementar la resistencia para, prevenir,
mejorar y/o tratar una infeccién y sin provocar un efecto citotdxico sustancial en el sujeto. La cantidad eficaz de un
agente util para incrementar la resistencia a, prevenir, mejorar y/o tratar una infeccién y enfermedad en un sujeto
dependera del sujeto que se esta tratando, la gravedad de la afliccion y la forma de administracion de la composicion
terapéutica.

Vacuna: una vacuna es una composicion farmacéutica que provoca una respuesta inmunitaria profilactica o
terapéutica en un sujeto. En algunos casos, la respuesta inmunitaria es una respuesta protectora. Tipicamente, una
vacuna provoca una respuesta inmunitaria especifica de antigeno a un antigeno de un patégeno, por ejemplo, un
patégeno bacteriano o virico, o a un elemento constitutivo celular correlacionado con una afeccion patologica. Una
vacuna puede incluir un polinucleétido, un péptido o polipéptido, un polisacarido, un virus, una bacteria, una célula o
uno o mas elementos constitutivos celulares. En algunos casos, el virus, bacteria o célula se puede inactivar o atenuar
para prevenir o reducir la probabilidad de infecciéon, mientras que se mantiene la inmunogenicidad del elemento
constitutivo de la vacuna.

1l. Introduccion

Determinados aspectos divulgados de la presente divulgacién se refieren a un procedimiento para formar un
conjugado de dos o mas moléculas, y conjugados preparados por el procedimiento. Un experto en la técnica
reconocera que el procedimiento divulgado es util para formar cualquier combinacién de moléculas que tienen grupos
funcionales que pueden reaccionar con un grupo funcional reactivo en un transportador polimérico, tal como un grupo
funcional hidracida. Los conjugados especificos divulgados para ejemplificar la divulgacion no se deben interpretar
como limitantes del alcance de la divulgacidon. Por ejemplo, aunque algunos de los conjugados divulgados son
conjugados transportador de hapteno polimérico-anticuerpo, los conjugados entre otras biomoléculas y otros
marcadores detectables (tales como haptenos, fluoréforos, luminéforos, marcadores fluorescentes, nanoparticulas
fluorescentes y proteinas fluorescentes, tales como proteina fluorescente verde) también estan dentro del alcance de
la divulgacion, los conjugados entre otras biomoléculas y otros marcadores detectables (tales como haptenos,
fluoréforos, lumindforos, marcadores fluorescentes, nanoparticulas fluorescentes y proteinas fluorescentes, tales
como proteina fluorescente verde) también estan dentro del alcance de la divulgacion.

Un aspecto del procedimiento divulgado incluye hacer reaccionar un polimero que tiene varios grupos funcionales
reactivos (transportador polimérico), tales como varios grupos hidracida reactivos, o combinaciones de varios grupos
funcionales diferentes, teniendo una primera molécula (tal como un anticuerpo) un grupo que puede reaccionar con el
grupo funcional reactivo proporcionado por el transportador polimérico. Por ejemplo, si el grupo funcional reactivo es
una hidracida, entonces el grupo funcional puede ser un grupo funcional carbonilo, tal como un aldehido. La primera
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molécula incluye al menos un grupo funcional reactivo restante proporcionado por el transportador polimérico que a
continuacion puede reaccionar con una segunda molécula, tal como un hapteno directamente, un hapteno con un
conector, 0 ambos. De forma alternativa, se podria formar un conjugado que comprende un transportador polimérico
y un hapteno y/o conector-hapteno, que a continuacion se hace reaccionar con la segunda molécula. En este ejemplo,
la segunda molécula podria ser un anticuerpo. Aun como otra alternativa, se pueden acoplar varios transportadores
poliméricos diferentes, tales como transportadores para haptenos, a una segunda molécula, tal como un anticuerpo.
En aspectos particulares de la presente divulgacion, el transportador polimérico es una hidracida poliacrilica que se
acopla a un anticuerpo, preferentemente solo en la region Fc del anticuerpo, y varios haptenos y/o compuestos
hapteno-conector, tales como PEG-biotina, PEG-DNP, fluoresceina, etc., se acoplan al transportador de hapteno
polimérico.

Otro aspecto divulgado es un kit que incluye un conector divulgado e instrucciones para realizar el procedimiento
divulgado para preparar un conjugado. También se divulgan procedimientos para usar conjugados divulgados para
detectar una diana en una muestra.

V. Transportadores poliméricos

Los aspectos de la divulgacion se refieren al uso de materiales poliméricos como transportadores, tales como
transportadores de hapteno. Los materiales poliméricos considerados en general mas utiles para la presente
divulgacion tienen dos caracteristicas: una unidad o unidades monoméricas repetitivas, caracteristicas de un polimero
particular; y varios grupos funcionales reactivos, donde los grupos funcionales reactivos pueden ser iguales o
diferentes, que se asocian con una unidad polimérica repetitiva.

A. Materiales poliméricos

Un experto en la técnica apreciara que se pueden usar materiales poliméricos distintos de poliacrilamidas para
practicar los aspectos divulgados de la presente divulgacion. Solo a modo de un aspecto de la presente divulgacion,
y sin limitacion, estos materiales de la cadena principal polimérica adicionales incluyen:

1. poli(acidos acrilicos) [por ejemplo, (CH2CHCO2H)n];

2. polietileniminas [por ejemplo, HINHCH2CH2)nNHz];

3. poliestirensulfonatos, que tipicamente tienen una férmula
SOq
n
4. polisacaridos, que son una clase de carbohidratos de alto peso molecular en los que los monosacaridos se

fijan de forma glucosidica con la eliminacién de agua. Polisacarido se refiere tipicamente a los polimeros que contienen
10 o mas residuos de monosacaridos. Los polisacaridos tales como almidén, glucégeno, dextrano y poliglucésidos,
pueden incluir varios miles de unidades. Los polimeros de peso molecular relativamente bajo, que consisten en de
dos a nueve residuos de monosacaridos, se denominan oligosacéaridos. A menos que se destaque de otro modo o el
contexto lo indique claramente de otro modo, "polisacarido" como se usa en el presente documento incluye tanto
oligosacaridos como polimeros que tienen mas de 9 residuos de monosacaridos. Los polisacaridos, tales como
celulosa o almidén, producen solo un tipo de monosacarido (D-glucosa) en la hidrélisis completa y, por tanto, se
denominan homopolisacaridos. Los heteropolisacaridos, tales como acido hialurénico, producen mas de un tipo de
monosacarido en la hidrdlisis. Con referencia especifica al acido hialurénico, los monémeros son N-acetilglucosamina
y acido D-glucurénico. Los polisacaridos ejemplares incluyen almidén, glucégeno, dextrano, carboximetilcelulosa,
etc.);

5. poli(etileno-alt-acido maleico);
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6. poli(arginina), poli(aspargina), poli(acido aspartico), poli(acido glutamico), poli(glutamina) y poli(lisina); y
7. polivinilpirrolidona (PVP), que tiene tipicamente una férmula
— H -
CH, -c|: —t
N
0
- =-n

Un experto en la técnica apreciara que los derivados de estos materiales poliméricos ejemplares son adecuados para
su uso con los aspectos divulgados de la presente divulgacion, y ademas que los materiales poliméricos ademas de
los divulgados en el presente documento para ejemplificar la divulgacion también se pueden usar como
transportadores.

Determinados materiales poliméricos dentro de los aspectos de la presente divulgacién se pueden obtener
comercialmente. Por ejemplo, muchos de los polimeros divulgados estan disponibles comercialmente de Aldrich en
diversos pesos moleculares. De forma alternativa, se puede comprar o preparar un material polimérico, y a
continuacion derivatizarlo posteriormente para incluir los grupos funcionales deseados. Este procedimiento se puede
ejemplificar haciendo referencia a las poliacrilamida-hidracidas, por lo que una poliacrilamida se derivatiza para incluir
varios grupos funcionales hidracida por reaccion mediada por microondas con hidracina. De forma similar, se pueden
hacer reaccionar los polimeros, tales como poliacrilamidas, con cualquier compuesto sustituido, tal como
aminoguanidinas. Aun como otro enfoque alternativo, las unidades monoméricas adecuadas para formar una cadena
principal polimérica deseada, y que comprenden grupos funcionales deseados, se pueden polimerizar para formar
transportadores poliméricos deseados de acuerdo con aspectos de la presente divulgacion. Este procedimiento
permite usar copolimeros alternos que comprenden unidades A y B alternas regulares, copolimeros periédicos con
unidades A y B dispuestas en una secuencia repetitiva (por ejemplo, (A-B-A-B-B-A-A-A-A-B-B-B)n), copolimeros
aleatorios con secuencias aleatorias del monémero Ay B, copolimeros estadisticos en los que el orden de los distintos
mondémeros dentro de la secuencia del polimero obedece a reglas estadisticas conocidas, copolimeros de bloque
compuestos de dos o mas subunidades de homopolimeros unidas por enlaces covalentes, unidades de homopolimero
que tienen una subunidad no repetitiva intermedia, conocida como bloque de unién, copolimeros de bloque con dos o
tres bloques distintos, tales como copolimeros dibloque y tribloque, copolimeros lineales que tienen una Unica cadena
principal, copolimeros ramificados que tienen una Unica cadena principal con una o mas cadenas laterales poliméricas,
copolimeros de injerto que tienen cadenas laterales estructuralmente distintas de la cadena principal, copolimeros
estrella, copolimeros cepillo, copolimeros peine, dendrimeros, etc.

El tamafio del material polimérico también puede ser una consideracién importante para determinados aspectos de la
presente divulgacion. Para un aspecto de la presente divulgacién, actualmente se cree que el peso molecular
promedio del transportador polimérico deberia ser de aproximadamente 50 a aproximadamente 100.000, mas
tipicamente de aproximadamente 1.000 a aproximadamente 50.000, e incluso mas tipicamente de aproximadamente
5.000 a aproximadamente 40.000, y aun incluso mas tipicamente de aproximadamente 10.000 a aproximadamente
30.000. Determinadas divulgaciones de poliacrilamida-hidracida contemplan usar un material polimérico que tiene un
peso molecular promedio de 10.000 o menos, aunque también se pueden usar poliacrilamidas que tienen pesos
moleculares promedio sustancialmente mayores. Se puede proporcionar una guia adicional para seleccionar un peso
molecular particular o una distribucién de peso molecular para el polimero considerando las propiedades fisicas del
producto polimérico. Para un ejemplo de la presente divulgacion, el peso molecular del transportador polimérico puede
ser una consideracion importante, tal como para determinar la solubilidad, en particular solubilidad acuosa, del
transportador polimérico o la capacidad de los conjugados de transportador polimérico para penetrar en una muestra
a la que se puede aplicar un conjugado y, por tanto, actuar como deseen. Un experto en la técnica también apreciara
que un peso molecular promedio 6ptimo puede depender bien del material polimérico particular, el grupo o grupos
funcionales reactivos y el uso previsto para el material.

Muchos de los aspectos divulgados de la presente divulgacion son principalmente utiles para aplicaciones acuosas.
Como resultado, preferentemente el transportador polimérico debe ser sustancialmente soluble en agua.

Las cadenas principales poliméricas usadas con aspectos de la presente divulgacion pueden ser estructuras
sustancialmente no reticuladas. De forma alternativa, la porcion polimérica puede estar sustancialmente reticulada.

B. Grupos funcionales reactivos

Cualquier grupo funcional reactivo que se pueda usar para acoplar componentes como se divulga en el presente
documento puede ser Util para practicar la presente divulgaciéon. Determinados aspectos de la presente divulgacion
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se refieren a grupos funcionales reactivos donde existen al menos dos heteroatomos adyacentes. Un propdsito para
seleccionar dichos grupos funcionales es aprovechar su nucleofilia incrementada, tal como puede resultar, sin limitar
la divulgacion a una teoria de funcionamiento, por el efecto alfa, en relacién con los compuestos que pueden tener un
grupo funcional que comprende uno o mas heteroatomos, pero sin tener dos heteroatomos adyacentes. Determinados
de dichos grupos funcionales ejemplares son hidracinas, hidracidas, hidroxilaminas (~-RNOH), un hidracida-tiol, como
se divulga en la solicitud de Estados Unidos "Molecular Conjugate" previa del cesionario n.° 11/603.425.

Con referencia especificamente a hidracidas, dichos grupos funcionales tienen tipicamente una formula -NR-NR1Rz,
donde R-Rz son hidrégeno. La hidracida puede ser una hidracida sustituida, es decir, donde al menos uno de R-Rz es
distinto de hidrégeno, de modo que R-R2 son independientemente hidrégeno, alifatico, tal como un grupo alquilo
inferior (tipicamente 20 o menos, e incluso mas tipicamente 10 o menos atomos de carbono), heteroalifatico, aromatico
y/o heteroaromatico. Como otro aspecto de la presente divulgacion, también es posible usar grupos funcionales que
son donantes de electrones de modo que la nuclecfilia del heteroatomo atacante, tal como nitrégeno, se incrementa
adicionalmente. Los grupos funcionales adecuados también pueden ser derivados de una hidracida. Dichos grupos
funcionales ejemplares incluyen dihidracidas [-(RN)-NR1CO-NR2-NR3R4], semicarbacidas [-NRCO-NR1NR2R3],
tiosemicarbacidas [-NR-CS-NR1-NR2R3], tiocarbacidas [-NR-NR1-CS-NR2-NR3R4], acido carboénico-dihidracina [-NR-
CO-NR1-NR2-CO-NR2-NR4Rs], derivados que contienen azufre de acido carbénico-dihidracinas, hidracina-
carboxilatos [-O-CO-NR-NR1R2], o derivados que contienen azufre de hidracina-carboxilatos, aminoguanidinas, etc.
Con referencia a estos grupos ejemplares, R-Rs tipicamente son hidrégeno, pero también pueden ser
independientemente hidrégeno, alifatico, heteroalifatico, aromatico, heteroaromatico, etc.

C. Obtencion de transportadores poliméricos

Los aspectos divulgados de transportadores poliméricos en general se pueden comprar o se pueden preparar usando
procedimientos conocidos en la técnica. Varias divulgaciones de trabajo ilustran transportadores poliméricos con
referencia a poliacrilamida-hidracida, donde la cadena principal polimérica se basa en acrilamida, y el transportador
comprende ademas varios grupos funcionales hidracida reactivos. La poliacrilamida se puede preparar como se
divulga en el ejemplo ilustrativo 1.

A continuacion se proporciona una férmula general para poliacrilamida-hidracida.

O NH; 0 NH

NH
X “ ly

Con referencia a esta formula general, X e Y pueden variar, pero tipicamente X es de aproximadamente 100 a
aproximadamente 500, mas tipicamente de aproximadamente 300 a aproximadamente 400, e Y tipicamente es de
aproximadamente 5 a aproximadamente 100, mas tipicamente de aproximadamente 10 a aproximadamente 50.

Muchas hidracidas poliméricas producidas antes de las aplicaciones de la presente divulgacion eran polimeros
relativamente grandes, y tenian solubilidad limitada, del orden de aproximadamente 5 miligramos/mililitro o menos.
Determinados aspectos de la presente divulgacién se refieren principalmente a poliacrilamida-hidracidas que tienen
una solubilidad acuosa sustancialmente incrementada de mas de aproximadamente 5 miligramos/mililitro hasta
saturacion acuosa, tipicamente mas de aproximadamente 10 miligramos/mililitro hasta al menos aproximadamente
500 miligramos/mililitro, y preferentemente al menos 100 miligramos/mililitro, y mas preferentemente al menos
aproximadamente 250 miligramos/mililitro, e incluso mas preferentemente al menos aproximadamente
300 miligramos/mililitro.

Otra caracteristica importante es el pKa del grupo funcional hidracida, que es alrededor de 4. Si el pH es de
aproximadamente 5 para reacciones que se pueden realizar usando la hidracida polimérica, entonces el nitrégeno de
hidracida no esta protonado y, por lo tanto, puede actuar como nucledfilo. Y a ese valor de pH, la hidracida actua
como un supernucledfilo. Para determinados aspectos divulgados de la presente divulgacion, los grupos funcionales
asociados con el transportador polimérico actian como nucledfilos para acoplarse con compuestos de carbonilo
producidos oxidando carbohidrato asociado con la porciéon Fc de un anticuerpo. La hidracida nucledfila es un buen
grupo funcional para esta reaccion. A la inversa, las aminas tienen un pKa de mas de 9 y tipicamente mas de 10, y
por tanto a un pH de aproximadamente 5 el grupo funcional amina esta completamente protonado y, por tanto, no es
nucledfilo. La hidracida se puede hacer reaccionar con un compuesto de carbonilo, por ejemplo, un aldehido. La
reaccion de la hidracida con los aldehidos puede ser catalizada por acido. Esta diferencia permite reacciones
quimioselectivas. Para un aspecto de la presente divulgacion, las aminas biolégicas que pueden estar presentes en
una muestra estan totalmente protonadas a un pH de aproximadamente 5 o menos, y por tanto no son nucledfilas,
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mientras que las hidracidas, hidracinas, derivados de hidracida, derivados de hidracina, etc., de la presente divulgacién
no estan protonadas, y por tanto, disponibles para la reaccion de forma quimioselectiva.

D. Haptenos

Uno de los usos principales de los aspectos divulgados de la presente divulgacién es un transportador polimérico para
haptenos. Los haptenos son moléculas pequefias que pueden provocar una respuesta inmunitaria, pero tipicamente
solo cuando se acoplan a un transportador grande, tal como una proteina. Cualquier hapteno ahora conocido o en
adelante descubierto probablemente se pueda usar con la presente divulgacion. Los haptenos ejemplares conocidos
incluyen dinitrofenol, biotina, digoxigenina, flouresceina, rodamina, bromodesoxiuridina e inmunoglobulina de raton.

Ventana Medical Systems, Inc. también es el cesionario de la solicitud de patente de EE. UU. n.° 60/856.133, titulada
"Haptens, Hapten Conjugates, Compositions Thereof and Method for Their Preparation and Use", que se presento el
1 de noviembre de 2006 y la correspondiente solicitud de utilidad n.° 11/982.627. Estas solicitudes divulgan varias
clases nuevas de haptenos, y especies particulares de las mismas, que son utiles para practicar aspectos de la
presente divulgacion. Estos haptenos incluyen pirazoles, en particular nitropirazoles; compuestos de nitrofenilo;
benzofurazanos; triterpenos; ureas y tioureas, en particular fenilureas, e incluso mas en particular feniltioureas;
rotenona y derivados de rotenona, también denominados en el presente documento rotenoides; oxazol y tiazoles, en
particular oxazol y tiazolsulfonamidas; cumarina y derivados de cumarina; ciclolignanos, ejemplificados por
podofilotoxina y derivados de podofilotoxina; y combinaciones de los mismos.

Para las formulas generales proporcionadas a continuacién, si no se indica ningun sustituyente, un experto en la
técnica apreciara que el sustituyente es hidrégeno. Un enlace que no esta conectado a un atomo, pero se muestra,
para un aspecto de la presente divulgacién, que se extiende al interior de un sistema de anillo, indica que la posicion
de dicho sustituyente es variable. Una linea curva dibujada a través de un enlace indica que alguna estructura adicional
esta unida a esa posicion, tipicamente un conector o el grupo funcional o resto usado para acoplar el hapteno a un
transportador. Ademas, si no se indica una estereoquimica para los compuestos que tienen uno o mas centros
quirales, se incluyen todos los enantiomeros y diasteredmeros. De forma similar, para una enumeracion de grupos
alifaticos o alquilo, se incluyen todos los isémeros estructurales de los mismos.

1. Azoles

Una primera clase general de haptenos de la presente divulgacién son azoles, tipicamente oxazoles y pirazoles, mas
tipicamente nitrooxazoles y nitropirazoles, que tienen la siguiente férmula quimica general.

R,
X Rs
x =
Y x
Ry Ra

Con referencia a esta formula general, n es 0-2, mas tipicamente 0 o 1. R1-R4 pueden ser cualquier grupo organico
que no interfiera con, y potencialmente facilite, la funcién como hapteno. Mas especificamente, R1-R4 se seleccionan
independientemente de: hidrégeno, acilo, aldehidos, alcoxi, alifatico, en particular alifatico inferior, alifatico sustituido,
heteroalifatico, por ejemplo, cadenas organicas que tienen heteroatomos, tales como oxigeno, nitrégeno, azufre,
alquilo, en particular alquilo que tiene 20 o menos atomos de carbono, e incluso mas tipicamente alquilo inferior que
tiene 10 o menos atomos, tal como metilo, etilo, propilo, isopropilo y butilo, alquilo sustituido, tal como haluro de alquilo
(por ejemplo, —CX3 donde X es un haluro, y combinaciones de los mismos, en la cadena o bien unidos a la misma),
oxima, éter de oxima (por ejemplo, metoxiimina, CH3-O-N=) alcoholes (es decir, alifatico o hidroxilalquilo, en particular
hidroxilalquilo inferior) amido, amino, aminoacido, arilo, alquilarilo, tal como bencilo, carbohidrato, monosacaridos,
tales como glucosa y fructosa, disacaridos, tales como sacarosa y lactosa, oligosacaridos y polisacaridos, carbonilo,
carboxilo, carboxilato (incluyendo sales de los mismos, tales como carboxilatos de iones de amonio o metales del
Grupo 1), ciclico, ciano (-CN), éster, éter, exometileno, halégeno, heteroarilo, heterociclico, hidroxilo, hidroxilamina,
oxima (HO-N=), ceto, tal como cetonas alifaticas, nitro, sulfhidrilo, sulfonilo, sulféxido y combinaciones de los mismos.
Dos o mas de estos sustituyentes R1-R4 también pueden ser 4&tomos, tipicamente atomos de carbono, en un sistema
de anillo unido o fusionado a los compuestos que tienen la férmula general ilustrada. Al menos uno de los sustituyentes
R1-R4 esta unido a un conector o es un grupo funcional adecuado para el acoplamiento a un conector o una molécula
transportadora. R1-R4 mas tipicamente son grupos alifaticos, hidrégeno o nitro, incluso mas tipicamente alquilo,
hidrégeno o nitro, y todavia incluso mas tipicamente alquilo inferior (10 o menos atomos de carbono), hidrégeno, nitro,
0 combinaciones de los mismos. El nimero de grupos nitro puede variar, pero lo mas tipicamente existen 1 o0 2 grupos
nitro. X independientemente es nitrégeno o carbono. Y es oxigeno, azufre o nitrégeno. Si Y es oxigeno o azufre,
entonces no existe grupo R1, y n=0. Si Y es nitrégeno, entonces existe al menos un grupo R1.
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Un experto en la técnica apreciard que, para compuestos que tienen 2 o méas grupos W, las posiciones relativas de
los mismos son variables. Para un aspecto de la presente divulgacion, un diazol podria tener atomos de nitrégeno en
las posiciones 1y 2, o las posiciones 1y 3. Ademas, también son posibles mas de dos heteroatomos, tales como con
triazinas.

Al menos uno de R1-R4 para estos compuestos de azol esta unido a algun otro grupo o es un grupo funcional variable.
Para un aspecto de la presente divulgacion, los compuestos ilustrados se pueden acoplar directamente a un
transportador o a un conector en cualquiera de las posiciones adecuadas alrededor del anillo azol.

Los aspectos de trabajo de la presente divulgacion fueron tipicamente derivados de mono o dinitropirazol, de modo
que al menos uno de R1-R4 es un grupo nitro, y quizas dos de R1-R4 son grupos nitro, usandose el R1-R4 restante para
acoplar el hapteno a un conector o un transportador.

R
. Ri
N-‘ 1 +l
N
R Ry

Un compuesto particular tuvo la siguiente estructura.

CsN

2. Nitroarilo

Una segunda clase general de haptenos de la presente divulgacion son los compuestos de nitroarilo. Los compuestos
de nitroarilo ejemplares incluyen, sin limitacion, nitrofenilo, nitrobifenilo, nitrotrifenilo, etc., y cualquiera y todos los
homologos de heteroarilo, que tienen la siguiente formula quimica general.

R+

Con referencia a esta férmula general, dichos compuestos tienen al menos uno, y opcionalmente varios, grupos nitro.
Por tanto, al menos uno de R1-Rs es nitro. Si mas de uno de R1-Res es nitro, todas las combinaciones de posiciones
de anillo relativas de varios sustituyentes nitro, o sustituyentes nitro en relaciéon con otros sustituyentes de anillo, se
incluyen dentro de esta clase de haptenos divulgados. Los compuestos de dinitroarilo son los mas tipicos. Un experto
en la técnica apreciara que a medida que se incrementa el numero de grupos nitro, disminuye el nimero de
sustituyentes de anillo restantes en la férmula general. Estos sustituyentes se seleccionan independientemente de:
hidrégeno, acilo, aldehidos, alcoxi, alifatico, en particular alifatico inferior, alifatico sustituido, heteroalifatico, por
ejemplo, cadenas organicas que tienen heteroatomos, tales como oxigeno, nitrégeno, azufre, alquilo, en particular
alquilo que tiene 20 o menos atomos de carbono, e incluso mas tipicamente alquilo inferior que tiene 10 o menos
atomos de carbono, tales como metilo, etilo, propilo, isopropilo y butilo, alquilo sustituido, tal como haluro de alquilo
(por ejemplo, -CX3s donde X es un haluro, y combinaciones de los mismos, en la cadena o bien unidos a la misma),
oxima, éter de oxima (por ejemplo, metoxiimina, CHs-O-N=) alcoholes (es decir, alifatico o hidroxilalquilo, en particular
hidroxilalquilo inferior) amido, amino, aminoacido, arilo, alquilarilo, tal como bencilo, carbohidrato, monosacaridos,
tales como glucosa y fructosa, disacaridos, tales como sacarosa y lactosa, oligosacaridos y polisacaridos, carbonilo,
carboxilo, carboxilato (incluyendo sales de los mismos, tales como carboxilatos de iones de amonio y metales del
Grupo 1), ciclico, heterociclico, ciano (-CN), éster, éter, halégeno, heteroarilo, hidroxilo, hidroxilamina, oxima (HO-N=),
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ceto, tal como cetonas alifaticas, nitro, sulfhidrilo, sulfonilo, sulféxido, exometileno y combinaciones de los mismos. Al
menos uno de los sustituyentes R1-Rs esta unido a un conector o es un grupo funcional adecuado para el acoplamiento
a un conector o una molécula transportadora.

Dos o mas de los sustituyentes R1-Rs también pueden ser atomos, tipicamente atomos de carbono, en un sistema de

anillo, tal como naftaleno (mostrado a continuacion) o derivados de tipo antraceno. Se pueden formar sistemas de
anillo distintos de los sistemas de anillo de 6 miembros, tales como sistemas de anillo 6-5 fusionados.

De nuevo, al menos una de las posiciones de anillo ocupadas por R1-Rs esta unida a un conector o es un grupo
funcional variable adecuado para su acoplamiento, tal como por enlace covalente, a una molécula transportadora.
Para un aspecto de la presente divulgacion, los compuestos de nitroarilo de la presente divulgacion pueden incluir un
grupo funcional para su acoplamiento a un transportador, 0 a un conector, en diversas localizaciones de anillo
opcionales.

Los aspectos de trabajo de la presente divulgacion se ejemplifican por compuestos de nitrofenilo. Un aspecto de la
presente divulgacion, los compuestos de mononitroarilo se ejemplifican por compuestos de nitrocinamida. Una
divulgacion de un compuesto basado en nitrocinamida se ejemplifica por 4,5-dimetoxi-2-nitrocinamida, mostrado a
continuacion.

H1CO. - _NOs

L. ~_ NH»
H4,CO |

O

La clase de compuestos de nitrofenilo también se representa por compuestos de dinitrofenilo. Al menos uno de los
atomos de carbono restantes de las posiciones de anillo que no tienen un grupo nitro esta unido a un grupo funcional,
a un conector, o directamente a un transportador. Cualquiera y todas las combinaciones de posiciones relativas de
estos grupos se incluyen dentro de la clase de haptenos divulgados.

OzN.__

ON

Los aspectos de trabajo de la presente divulgacion se ejemplifican mas en particular por compuestos de 2,4-
dinitrofenilo acoplados a un conector, como se ilustra a continuacion.

NO-
Ry . L

OsN~ Ry
R2

R1-R3 son como se establece anteriormente. "L" es un conector, como se analiza con mas detalle a continuacion.
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3. Benzofurazanos

Los benzofurazanos y derivados de los mismos son otra clase de haptenos dentro del alcance de la presente
divulgacion. A continuacién se proporciona una férmula general para los compuestos de tipo benzofurazano.

Los sustituyentes R1-Rs4 se seleccionan independientemente de: hidrégeno, acilo, aldehidos, alcoxi, alifatico, en
particular alifatico inferior, tal como isopreno, alifatico sustituido, heteroalifatico, por ejemplo, cadenas organicas que
tienen heteroatomos, tales como oxigeno, nitrégeno, azufre, alquilo, en particular alquilo que tiene 20 o menos atomos
de carbono, e incluso mas tipicamente alquilo inferior que tiene 10 o menos atomos, tales como metilo, etilo, propilo,
isopropilo y butilo, alquilo sustituido, tal como haluro de alquilo (por ejemplo, -CX3 donde X es un haluro, y
combinaciones de los mismos, en la cadena o bien unidos a la misma), oxima, éter de oxima (por ejemplo, metoxiimina,
CH3-O-N=) alcoholes (es decir, alifatico o hidroxilalquilo, en particular hidroxilalquilo inferior) amido, amino,
aminoacido, arilo, alquilarilo, tal como bencilo, carbohidrato, monosacaridos, tales como glucosa y fructosa,
disacaridos, tales como sacarosa y lactosa, oligosacaridos y polisacaridos, carbonilo, carboxilo, carboxilato
(incluyendo sales de los mismos, tales como carboxilatos de iones de amonio y metales del Grupo I), ciclico,
heterociclico, ciano (-CN), éster, éster alquilico, éter, halégeno, heteroarilo, hidroxilo, hidroxilamina, oxima (HO-N=),
ceto, tal como cetonas alifaticas, nitro, sulfhidrilo, sulfonilo, sulféxido, exometileno y combinaciones de los mismos.
Dos o mas de estos sustituyentes R1-R4 también pueden ser 4tomos, tipicamente atomos de carbono, en un sistema
de anillo unido o fusionado a los compuestos que tienen la formula general ilustrada. Al menos uno de los sustituyentes
R1-R4 esta unido a un conector o directamente a un transportador. Y es un atomo de carbono que tiene sustituyentes
Rs y Re, donde Rs y Rs son como se establece para R1-R4, oxigeno o azufre, tipicamente oxigeno.

Los compuestos donde Y es oxigeno se ejemplifican mas en particular por compuestos que tienen la siguiente
estructura, donde R1-Rs4 son como se establece anteriormente, y lo mas tipicamente son independientemente
hidrégeno y alquilo inferior.

R,
by T RE
| 6|
0: ;|
N v Ty
R4

Una divulgacion de trabajo de un compuesto de acuerdo con esta clase de haptenos tuvo la siguiente estructura
quimica.

O

o

4. Triterpenos

Los triterpenos son otra clase de haptenos dentro del alcance de la presente divulgacion. La estructura de anillo basica
comun a los triterpenos ciclicos tiene cuatro anillos fusionados de seis miembros, A-D, como se indica a continuacion.
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RIZ
Rz
R, D
TRH
Rs Ris
o2 | Rie
RI RIH

ll_.;(_ [_1|i§ R"’E R-r._:,

Varias publicaciones analizan las especies de triterpenos naturales, semisintéticas y sintéticas dentro del género de
triterpenos utiles para practicar la presente divulgacion, incluyendo: J.C. Connolly y R. A. Hill, Triterpenoids, Nat. Prod.
Rep., 19, 494-513 (2002); Baglin et al., A Review of Natural and Modified Beculinic, Ursolic and Echinocystic Acid
Derivatives as Potential Antitumor and Anti-HIV Agents, Mini Reviews in Medicinal Chemistry, 3, 525-539; W.N. y M.C.
Setzer, Plant-Derived Triterpenoids as Potential Antineoplastic Agents, Mini Reviews in Medicinal Chemistry, 3, 540-
556 (2003); y Baltina, Chemical Modification of Glycyrrhizic Acid as a Route to New Bioactive Compounds for Medicine,
Current Medicinal Chemistry, 10, 155-171 92003). En base a la presente divulgacion y aspectos de trabajo de la
presente divulgacion de la misma, asi como divulgaciones proporcionadas por estas publicaciones previas, y con
referencia a esta primera formula general, R1-R21 se seleccionan independientemente de: hidrogeno, acilo, aldehidos,
alcoxi, alifatico, en particular alifatico inferior, tal como isopreno, alifatico sustituido, heteroalifatico, por ejemplo,
cadenas organicas que tienen heteroatomos, tales como oxigeno, nitrégeno, azufre, alquilo, en particular alquilo que
tiene 20 0 menos atomos de carbono, e incluso mas tipicamente alquilo inferior que tiene 10 0 menos atomos, tales
como metilo, etilo, propilo, isopropilo y butilo, alquilo sustituido, tal como haluro de alquilo (por ejemplo, -CX3 donde X
es un haluro, y combinaciones de los mismos, en la cadena o bien unidos a la misma), oxima, éter de oxima (por
ejemplo, metoxiimina, CH3-O-N=) alcoholes (es decir, alifatico o hidroxilalquilo, en particular hidroxilalquilo inferior)
amido, amino, aminoacido, arilo, alquilarilo, tal como bencilo, carbohidrato, monosacaridos, tales como glucosa y
fructosa, disacaridos, tales como sacarosa y lactosa, oligosacaridos y polisacaridos, carbonilo, carboxilo, carboxilato
(incluyendo sales de los mismos, tales como carboxilatos de iones de amonio y metales del Grupo |), ciclico,
heterociclico, ciano (-CN), éster, éster alquilico, éter, halégeno, heteroarilo, hidroxilo, hidroxilamina, oxima (HO-N=),
ceto, tal como cetonas alifaticas, nitro, sulfhidrilo, sulfonilo, sulféxido, exometileno y combinaciones de los mismos.
Dos o0 mas de estos sustituyentes R1-R21 también pueden ser atomos, tipicamente atomos de carbono, en un sistema
de anillo unido o fusionado a los compuestos que tienen la formula general ilustrada. Al menos uno de los sustituyentes
R1-R21 esta unido a un conector o es un grupo funcional adecuado para el acoplamiento a un conector o una molécula
transportadora. Y es un enlace, definiendo de este modo un anillo de 5 miembros, o es un atomo de carbono que
porta los sustituyentes R22 y Res, donde estos grupos R son como se establece anteriormente.

Las divulgaciones divulgadas de triterpenos que ejemplifican esta clase de haptenos también pueden incluir un anillo
E, y este anillo E puede ser de diversos tamafos de anillo, en particular anillos que tienen 5-7 atomos, tipicamente
atomos de carbono, en el anillo. Para un aspecto de la presente divulgacion, el anillo E podria ser un anillo de 6
miembros, como se indica por la siguiente férmula general, donde R1-R31 son como se establece anteriormente para
R1-R21.
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Las siguientes férmulas generales indican que el sustituyente R13 puede ser un grupo acilo que porta un sustituyente
R33 seleccionado de hidroégeno, hidroxilo, éster, es decir, -OR34 donde Ra4 es alifatico, tipicamente alquilo o alquilo
sustituido, e incluso mas tipicamente alquilo inferior, amido, incluyendo amida primaria (-NH2), amida secundaria
(-NHRs35) y amida terciaria (~NR3sR36), donde Rss y Rss son alifaticos, tipicamente alifatico inferior, mas tipicamente
alquilo, alquilo sustituido, e incluso mas tipicamente alquilo inferior o alquilo inferior sustituido. Esta formula general
también indica que el sustituyente R1 a menudo es un sustituyente OR32, donde Rs2 es hidrégeno o alifatico, mas
tipicamente alquilo o alquilo sustituido, e incluso mas tipicamente alquilo inferior. Los grupos R restantes son como se
establece anteriormente con referencia a la primera formula general.

El anillo E también puede ser un anillo de 5 miembros, como se indica por la férmula a continuacién, donde los grupos
R1-R29 son como se establece anteriormente para Ri-Ro21.
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Con referencia a estas férmulas generales, los grupos R1-R29 son como se establece anteriormente para R1-Raz1.

Como con compuestos ejemplares donde el anillo E es un anillo de 6 miembros, los compuestos donde el anillo E es
un anillo de 5 miembros también pueden incluir sustituyentes en R¢1 y R1i3 como se analiza anteriormente.
Especificamente, estas férmulas generales indican que el sustituyente R13 puede ser un grupo acilo que porta un
sustituyente Rs3 seleccionado de hidrégeno, hidroxilo, éster, es decir, -OR34 donde Ra4 es alifatico, tipicamente alquilo
o alquilo sustituido, e incluso mas tipicamente alquilo inferior, amido, incluyendo amida primaria (-NH2), amida
secundaria (-NHRs3s5) y amida terciaria (-NR3s5R36), donde Rss y R3s son alifaticos, tipicamente alifatico inferior, mas
tipicamente alquilo, alquilo sustituido, e incluso mas tipicamente alquilo inferior o alquilo inferior sustituido. Esta
férmula general también indica que el sustituyente R1 a menudo es un sustituyente OR32, donde Rs2 es hidrégeno o
alifatico, mas tipicamente alquilo o alquilo sustituido, e incluso mas tipicamente alquilo inferior.

Los compuestos ejemplares también incluyen anillos de 5 miembros como tanto el anillo A como el E. Las féormulas

generales para dichos compuestos ejemplares se proporcionan a continuacion, donde los sustituyentes R1-Rz9 son
como se establece anteriormente.
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H:C  CHy rh, Ry

De nuevo, los sustituyentes R1y R13 pueden ser grupos funcionales basados en oxigeno. El sustituyente R13 puede

ser un grupo acilo que porta un sustituyente Rss seleccionado de hidrégeno, hidroxilo, éster, es decir, -OR34 donde
5 R34 es alifatico, tipicamente alquilo o alquilo sustituido, e incluso mas tipicamente alquilo inferior, amido, incluyendo

amida primaria (-NH2), amida secundaria (-NHRss) y amida terciaria (~-NR3s5R36), donde Rss y Rss son alifaticos,

tipicamente alifatico inferior, mas tipicamente alquilo, alquilo sustituido, e incluso mas tipicamente alquilo inferior o

alquilo inferior sustituido. Esta férmula general también indica que el sustituyente R1 a menudo es un sustituyente

OR32, donde Rs2 es hidrégeno o alifatico, mas tipicamente alquilo o alquilo sustituido, e incluso mas tipicamente alquilo
10 inferior.

Los triterpenos ejemplares de la presente divulgacion también pueden incluir uno o mas sitios de insaturacién en uno
15 0 mas de los anillos A-E. Los compuestos ejemplares a menudo tienen al menos un sitio de insaturacién en el anillo
C, tal como el doble enlace en el anillo C como se indica a continuacion.
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Los triterpenos también tienen varios atomos de carbono estereogénicos. Un experto en la técnica apreciara que los
enantidmeros particulares tienen mas probabilidades de producirse naturalmente. Aunque el enantiémero natural
puede estar mas disponible, y/o ser eficaz, para practicar los aspectos divulgados de la presente divulgacion, todos
los demas estereoisomeros posibles estan dentro del alcance de la presente divulgacién. Ademas, otros triterpenos
naturales, o derivados sintéticos de los mismos, o compuestos completamente sintéticos, pueden tener (1)
estereoquimica diferente, (2) diferentes sustituyentes, y ademas se pueden sustituir en posiciones que no se
sustituyen en los compuestos naturales. Las férmulas generales proporcionadas anteriormente no indican la
estereoquimica en los centros quirales. Esto significa que ambos enantidmeros en cada centro quiral, y todas sus
combinaciones de isémeros diasteredmeros, estan dentro del alcance de la presente divulgacion.

Los aspectos de trabajo particulares de la presente divulgacion se ejemplifican por la siguiente formula general, en la
que los sustituyentes son como se establece anteriormente.
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La estereoquimica y los sustituyentes de un triterpeno natural util como hapteno para practicar la presente divulgacion
se muestran a continuacion.

J.A 111 g

El grupo hidroxilo en el anillo A tipicamente se oxida a un grupo funcional carbonilo en los aspectos de trabajo de la
presente divulgacion. Como resultado, el atomo de carbono que lleva el grupo carbonilo ya no es un centro quiral.

HO

5. Ureas y tioureas

Ureas y tioureas, en particular aril y heteroarilureas y tioureas, son otra clase de haptenos dentro del alcance de la
presente divulgacion. A continuacién se proporciona una férmula general para haptenos basados en urea de la
presente divulgacion.

Rz Rs;

Con referencia a esta formula general, R1-Rs son independientemente hidrégeno, alifatico, alifatico sustituido,
tipicamente alquilo, alquilo sustituido, e incluso mas tipicamente alquilo inferior y alquilo inferior sustituido, ciclico,
heterociclico, arilo y heteroarilo. Mas especificamente, R+ tipicamente es arilo o alifatico, teniendo a menudo al menos
un sitio de insaturacion para facilitar la deteccion cromdfora. Rz y Rs mas tipicamente son independientemente
hidrégeno y alquilo inferior. Y es oxigeno (derivados de urea) o azufre (tioureas).

Los derivados de arilo tipicamente tienen la siguiente férmula.
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Ri-R7 se seleccionan independientemente de: hidrégeno, acilo, aldehidos, alcoxi, alifatico, en particular alifatico
inferior, tal como isopreno, alifatico sustituido, heteroalifatico, por ejemplo, cadenas organicas que tienen
heteroatomos, tales como oxigeno, nitrégeno, azufre, alquilo, en particular alquilo que tiene 20 o menos atomos de
carbono, e incluso mas tipicamente alquilo inferior que tiene 10 o menos atomos, tales como metilo, etilo, propilo,
isopropilo, y butilo, alquilo sustituido, tal como haluro de alquilo (por ejemplo, -CX3s donde X es un haluro, y
combinaciones de los mismos, en la cadena o bien unidos a la misma), oxima, éter de oxima (por ejemplo, metoxiimina,
CH3-O-N=) alcoholes (es decir, alifatico o hidroxilalquilo, en particular hidroxilalquilo inferior) amido, amino,
aminoacido, arilo, alquilarilo, tal como bencilo, carbohidrato, monosacaridos, tales como glucosa y fructosa,
disacaridos, tales como sacarosa y lactosa, oligosacéridos y polisacaridos, carbonilo, carboxilo, carboxilato
(incluyendo sales de los mismos, tales como carboxilatos de iones de amonio y metales del Grupo 1), ciclico,
heterociclico, ciano (-CN), éster, éster alquilico, éter, halégeno, heteroarilo, hidroxilo, hidroxilamina, oxima (HO-N=),
ceto, tal como cetonas alifaticas, nitro, sulfhidrilo, sulfonilo, sulféxido, exometileno y combinaciones de los mismos. Al
menos uno de los sustituyentes R3-R7 también esté unido a un conector o a una molécula transportadora. Dos 0 mas
de estos sustituyentes R3-R7 disponibles para dicha uniéon también pueden ser atomos, tipicamente atomos de
carbono, en un sistema de anillo unido o fusionado a los compuestos que tienen la férmula general ilustrada.

También pueden estar presentes anillos adicionales, como se indica por las estructuras ejemplares proporcionadas a
continuacion. Los grupos R son como se establece anteriormente para R1-R7 e Y es oxigeno o azufre.

Ry Ra

Una subclase particular de tioureas se representa a continuacion.

[ XaC

Con referencia a esta formula general, n es 1 a 5, tipicamente 1-2, R1 y Rz son independientemente hidrégeno o alquilo
inferior, y X independientemente es un haluro o combinaciones de diferentes haluros.

A continuacién se proporciona un aspecto de una divulgacion de trabajo de una feniltiourea.

CF3

Los grupos trifluorometilo se muestran en las posiciones 3 y 5 en relacidn con el resto tiourea. Un experto en la técnica
apreciara que los compuestos que tienen todas las posiciones relativas para compuestos disustituidos, tales como
2,4- y compuestos que tienen mas de dos sustituyentes trihaloalquilo, en todas las posiciones relativas posibles de
dichos varios sustituyentes trihaloalquilo, también estan dentro del alcance de la presente divulgacién. Un aspecto
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particular de la presente divulgaciéon de un hapteno de rodamina tiourea tiene la siguiente formula.

1
N~ NH;
0
_Ci'
Et | : Et
N NG N
Et Ft

6. Rotenonas

La rotenona y haptenos basados en rotenona, denominados conjuntamente rotenoides, proporcionan otra clase de
haptenos dentro del alcance de la presente divulgacion. A continuacion se proporciona una primera férmula general
para rotenona y haptenos basados en rotenona.

R
Ra
Ri
B
0
R4 2
LA Ry

Varias publicaciones analizan los rotenoides naturales, semisintéticos y sintéticos que son utiles para describir el
género de rotenoides Utiles para practicar la presente divulgacion, incluyendo: Leslie Crombie y Donald Whiting,
Biosynthesis in the Rotenoids Group of Natural Products: Application of Isotope Methodology, Phytochemistry, 49,
1479-1507 (1998); y Nianbai Fang y John Casida, Cube Resin Insecticide: Identification and Biolgoical Activity of 29
Rotenoid Constituents. En base a la presente divulgacion y aspectos de trabajo de la presente divulgacion, asi como
divulgaciones proporcionadas por estas publicaciones previas, y con referencia a esta primera férmula general, R1-
R14 son independientemente hidrégeno, aldehido, alcoxi, alifatico, en particular alifatico inferior, tal como isopreno,
alifatico sustituido, heteroalifatico, por ejemplo, cadenas organicas que tienen heteroatomos, tales como oxigeno,
nitrégeno, azufre, alquilo, en particular alquilo que tiene 20 o menos atomos de carbono, e incluso mas tipicamente
alquilo inferior que tiene 10 o menos atomos, tal como metilo, etilo, propilo, isopropilo y butilo, alquilo sustituido, tal
como haluro de alquilo (por ejemplo, —CXs donde X es un haluro, y combinaciones de los mismos, en la cadena o bien
unidos a la misma) amino, aminoacido, amido, ciano (—CN), halégeno, hidroxilo, hidroxilamina, oxima (HO-N=), éter
de oxima (por ejemplo, metoxiimina, CH3s-O-N=) hidroxilalquilo, en particular hidroxilalquilo inferior, carbonilo, ceto, tal
como cetonas alifaticas, nitro, sulfhidrilo, sulfonilo, sulféxido, carboxilo, carboxilato (y sales de los mismos, tales como
carboxilatos de iones de amonio y metales del Grupo |) éster, éster alquilico, acilo, exometileno, éter, ciclico,
heterociclico, arilo, alquilarilo, tal como bencilo, heteroarilo, polisacaridos, carbohidrato, monosacaridos, tales como
glucosa y fructosa, disacaridos, tales como sacarosa y lactosa, oligosacaridos y polisacaridos, y combinaciones de
los mismos. Dos 0 mas de estos sustituyentes R1-R14 también pueden ser atomos, tipicamente atomos de carbono,
en un sistema de anillo unido o fusionado a los compuestos que tienen la formula general ilustrada. Al menos uno de
los sustituyentes R1-R14 también esta unido a un conector o a una molécula transportadora.

Aunque Rs y R7 pueden ser como se establece anteriormente, mas tipicamente dichos sustituyentes son
independientemente hidrogeno, OR15, donde Ris es hidrogeno, alifatico, alifatico sustituido, tipicamente alquilo, alquilo
sustituido, e incluso mas tipicamente alquilo inferior y alquilo inferior sustituido, tal como haluros de alquilo inferior,
ciclico, heterociclico, arilo y heteroarilo, -NR21, donde R21 es hidrégeno, alifatico, alifatico sustituido, tipicamente
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alquilo, alquilo sustituido, e incluso mas tipicamente alquilo inferior y alquilo inferior sustituido, tales como haluros de
alquilo inferior, ciclico, heterociclico, arilo y heteroarilo, o N-L-RG, donde L es un conector o un grupo reactivo, tal
como una amina, como se analiza con mas detalle en el presente documento.

Rs y R7 también pueden formar un doble enlace, tal como un doble enlace a un oxigeno para formar un carbonilo. Si
Rs y/o R7 no son -L-RG, entonces al menos uno de los sustituyentes R esta unido a un conector o a una molécula
transportadora.

El anillo B también puede incluir al menos un sitio adicional de insaturacién. Para un aspecto de la presente
divulgacion, Rs y R12 pueden formar un doble enlace.

R10 y R11 se pueden fijar en un anillo de 5 o 6 miembros. Para un aspecto de la presente divulgacion, R1o0 y R11 pueden
definir un anillo pirano o furano, y mas en particular es un anillo pirano o furano sustituido y/o insaturado.

Determinados haptenos basados en rotenona ejemplares de la presente divulgacion también cumplen tipicamente la
siguiente segunda formula general.

Rj

Ryy

Rys h Ry

Con referencia a esta segunda férmula general, los sustituyentes R son como se establece anteriormente. Si Re 0 R7
no es —L-RG, entonces al menos uno de los grupos R restantes esta unido a un conector o a un transportador.

R10 y R11 se pueden fijar en un anillo de 5 o 6 miembros, tal como un pirano o furano, y mas en particular un anillo
pirano o furano sustituido y/o insaturado. Por tanto, a continuacién se proporciona una tercera férmula general util
para describir determinados haptenos basados en rotenona de la presente divulgacién, donde los sustituyentes R son
como se establece anteriormente.

Y es un enlace, definiendo de este modo un anillo de 5 miembros, o es un atomo de carbono en un anillo de 6
miembros que porta los sustituyentes R1g9 y R20, como se muestra a continuacion, donde los sustituyentes R son como
se establece anteriormente.
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OCH;
HACO
Ry
o
R14X
OCH,
HsCO R4
Rg Rg
Rs
Ry
3
O
R14>|/R12
Ria Ry

5 Rs y R12 en la unién de anillo se muestran sin indicar una estereoquimica particular. El compuesto natural tiene una
union de anillo cis, pero también son utiles mezclas racémicas para practicar la presente divulgacion. Ademas, el
estereoisdmero trans se equilibra rapidamente para formar la mezcla racémica.

Las divulgaciones de trabajo de compuestos dentro de esta clase cumplen mas tipicamente la siguiente tercera
10 férmula general.

OCH,
HsCO.._ N ‘.
| A | B Re
SIEAL)
H gD
Ui -
Rig

Con referencia a esta formula general, Re y R7 son hidrégeno, alquilo, o definen un doble enlace, tal como a oxigeno
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para formar un carbonilo. R1s y R1s son independientemente hidrégeno y alifatico, tipicamente alifatico inferior, tal
como alquenilo, del que un aspecto de la divulgacion es isopreno, como se muestra a continuacion.

OCH;
HiCO. .
A | H
o
'D.B iC e
R {EP

De nuevo, se muestra un enantiémero particular en la férmula anterior, pero un experto en la técnica apreciara que el
alcance de la presente divulgacion no se limita al enantibmero particular mostrado. En su lugar, todos los
estereoisomeros que actuan como haptenos también estan dentro del alcance de la divulgaciéon. Todas las
sustituciones analizadas anteriormente para esta clase de compuestos se aplican a este compuesto particular. Otras
sustituciones también son facilmente evidentes para un experto en la técnica. Para un aspecto de la presente
divulgacion, los grupos metoxi en el anillo A pueden ser cualquier compuesto alcoxi, en particular grupos alcoxi inferior.
La unidad de isopreno también proporciona una olefina que se puede modificar sintéticamente, quizas para
proporcionar una posicién alternativa, o al menos una segunda posicién, para acoplar el hapteno a un conector o una
molécula transportadora. Para un aspecto de la presente divulgacion, la olefina se podria convertir en un alcohol por
hidroboracion. También se podria convertir en un haluro o un epdxido para su uso como hapteno o bien como
intermedios utiles para transformacién adicional.

Una cuarta formula general para describir los haptenos basados en rotenona de la presente divulgacion se refiere en
particular a rotenona-isoxazolinas, como se proporciona a continuacion.

Ry Y. R
OCH3; | |

H:CO Rz

R1

R-Rs son independientemente hidrégeno, aldehido, alcoxi, alifatico, en particular alifatico inferior, incluyendo todos los
isdbmeros de cadena ramificada, tal como isopreno, y todos los estereoisémeros, alifatico sustituido, heteroalifatico,
por ejemplo, cadenas organicas que tienen heteroatomos, tales como oxigeno, nitrégeno, azufre, alquilo, en particular
alquilo que tiene 20 o menos atomos de carbono, e incluso mas tipicamente alquilo inferior que tiene 10 o menos
atomos, tal como metilo, etilo, propilo, isopropilo y butilo, alquilo sustituido, tal como haluro de alquilo (por ejemplo,
-CXs donde X es un haluro, y combinaciones de los mismos, en la cadena o bien unidos a la misma) amino,
aminoacido, amido, ciano (-CN), halégeno, hidroxilo, hidroxilamina, oxima (HO-N=), éter de oxima (por ejemplo,
metoxiimina, CHs-O-N=) hidroxilalquilo, en particular hidroxilalquilo inferior, carbonilo, ceto, tal como cetonas alifaticas,
nitro, sulfhidrilo, sulfonilo, sulféxido, carboxilo, carboxilato (y sales de los mismos, tales como carboxilatos de iones de
amonio y metales del Grupo 1) éster, éster alquilico, acilo, exometileno, éter, ciclico, heterociclico, arilo, alquilarilo, tal
como bencilo, heteroarilo, polisacaridos, carbohidrato, monosacaridos, tales como glucosa y fructosa, disacaridos,
tales como sacarosa y lactosa, oligosacaridos y polisacaridos, y combinaciones de los mismos. Al menos uno de los
sustituyentes R-Rs también esta unido a un conector o a una molécula transportadora. Y es oxigeno, nitrégeno o
azufre.

A continuacion se proporciona una divulgacion de trabajo particular de un hapteno basado en rotenona que cumple
esta cuarta féormula general.
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7. Oxazoles y tiazoles

Las oxazol y tiazolsulfonamidas proporcionan otra clase de haptenos dentro del alcance de la presente divulgacion. A
continuacioén se proporciona una férmula general para oxazol y tiazolsulfonamidas.

R4 '.Y. Ro

Np

Con referencia a esta primera formula general, Ri-Rs se seleccionan independientemente de: hidrégeno, acilo,
aldehidos, alcoxi, alifatico, en particular alifatico inferior, tal como isopreno, alifatico sustituido, heteroalifatico, por
ejemplo, cadenas organicas que tienen heteroatomos, tales como oxigeno, nitrégeno, azufre, alquilo, en particular
alquilo que tiene 20 o menos atomos de carbono, e incluso mas tipicamente alquilo inferior que tiene 10 o0 menos
atomos, tales como metilo, etilo, propilo, isopropilo y butilo, alquilo sustituido, tal como haluro de alquilo (por ejemplo,
-CXs donde X es un haluro, y combinaciones de los mismos, en la cadena o bien unidos a la misma), oxima, éter de
oxima (por ejemplo, metoxiimina, CH3-O-N=) alcoholes (es decir, alifatico o hidroxilalquilo, en particular hidroxilalquilo
inferior) amido, amino, aminoacido, arilo, alquilarilo, tal como bencilo, carbohidrato, monosacaridos, tales como
glucosa y fructosa, disacaridos, tales como sacarosa y lactosa, oligosacaridos y polisacaridos, carbonilo, carboxilo,
carboxilato (incluyendo sales de los mismos, tales como carboxilatos de iones de amonio y metales del Grupo 1),
ciclico, heterociclico, ciano (-CN), éster, éster alquilico, éter, halégeno, heteroarilo, hidroxilo, hidroxilamina, oxima
(HO-N=), ceto, tal como cetonas alifaticas, nitro, sulfhidrilo, sulfonilo, sulféxido, exometileno y combinaciones de los
mismos. Dos 0 mas de estos sustituyentes R1-Rs también pueden ser atomos, tipicamente atomos de carbono, en un
sistema de anillo unido o fusionado a los compuestos que tienen la formula general ilustrada. Al menos uno de los
sustituyentes R1-Rs esta unido a un conector o es un grupo funcional adecuado para el acoplamiento a un conector o
una molécula transportadora. Y es oxigeno o azufre, tipicamente azufre.

Para determinados aspectos de trabajo ejemplares de la presente divulgacion, R1 ha sido amido, tal como los
derivados de amida mostrados a continuacion. Rz proporciona una posicién para acoplarse a un conector o a una
molécula transportadora, aunque las posiciones indicadas por R1 y Rz también proporcionan posiciones alternativas
o adicionales para acoplarse a un conector y/o molécula transportadora. Rz, para determinados aspectos de trabajo
de la presente divulgacién, ha sido —SOz, y se ha usado para acoplar conectores formando una sulfonamida. Por
tanto, una segunda férmula general para las divulgaciones de trabajo de haptenos que ejemplifican esta clase de
haptenos de trabajo se indica a continuacion, donde los sustituyentes R3-Rs e Y son como se establece anteriormente.

Rs o O

Rgs, N TS d
R

O M Rs 4

Para determinados aspectos de trabajo de la presente divulgacion Re ha sido alquilo, en particular alquilo inferior, tal
como metilo, e Y ha sido azufre.

Una divulgacion de trabajo de un compuesto de acuerdo con esta clase de haptenos tuvo la siguiente estructura
quimica.
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H 0 O
-
.”..S-.-" ‘N

o N H

El tiazol u oxazol también podria ser parte de un sistema de anillo mas grande. Para un aspecto de la presente
divulgacion, el oxazol o tiazol de 5 miembros podria estar acoplado a al menos un anillo adicional, tal como un anillo
fenilo, como se indica a continuacion.

Ro . |5
R3 |

Aunque los grupos Ri1-Rs en general pueden ser como se establece anteriormente, dichos compuestos también
proporcionan una posicion para acoplarse a un conector y/o a una molécula transportadora, tal como un Rs. A
continuacioén se proporciona un posible derivado de sulfonamida.

R4

8. Cumarinas

La cumarina y derivados de cumarina proporcionan otra clase de haptenos dentro del alcance de la presente
divulgacion. A continuacién se proporciona una férmula general para cumarina y derivados de cumarina.

R, Fg
Rz Rs
B| A
Rs Y (8]
Ra

Con referencia a esta formula general, R1-Rs se seleccionan independientemente de: hidrégeno, acilo, aldehidos,
alcoxi, alifatico, en particular alifatico inferior, tal como isopreno, alifatico sustituido, heteroalifatico, por ejemplo,
cadenas organicas que tienen heteroatomos, tales como oxigeno, nitrégeno, azufre, alquilo, en particular alquilo que
tiene 20 o menos atomos de carbono, e incluso mas tipicamente alquilo inferior que tiene 10 o0 menos atomos, tales
como metilo, etilo, propilo, isopropilo y butilo, alquilo sustituido, tal como haluro de alquilo (por ejemplo, -CX3 donde X
es un haluro, y combinaciones de los mismos, en la cadena o bien unidos a la misma), oxima, éter de oxima (por
ejemplo, metoxiimina, CH3-O-N=) alcoholes (es decir, alifatico o hidroxilalquilo, en particular hidroxilalquilo inferior)
amido, amino, aminoacido, arilo, alquilarilo, tal como bencilo, carbohidrato, monosacaridos, tales como glucosa y
fructosa, disacaridos, tales como sacarosa y lactosa, oligosacaridos y polisacéridos, carbonilo, carboxilo, carboxilato
(incluyendo sales de los mismos, tales como carboxilatos de iones de amonio y metales del Grupo 1), ciclico,
heterociclico, ciano (-CN), éster, éster alquilico, éter, halégeno, heteroarilo, hidroxilo, hidroxilamina, oxima (HO-N=),
ceto, tal como cetonas alifaticas, nitro, sulfhidrilo, sulfonilo, sulféxido, exometileno y combinaciones de los mismos. Al
menos uno de los sustituyentes R1-Re también esta unido tipicamente a un conector o a una molécula transportadora.
Determinados aspectos de trabajo de la presente divulgacion han usado la posicidn indicada por tener un sustituyente
Rs para acoplarse a un conector o molécula transportadora. La posicién 4 puede ser importante si se usa la
fluorescencia para detectar estos compuestos. Se cree que los sustituyentes distintos de hidrégeno en la posicién 4
desactivan la fluorescencia, aunque dichos derivados todavia pueden ser croméforos. Y es oxigeno, nitrégeno o
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azufre. Dos o mas de los sustituyentes R1-Re disponibles para formar dichos compuestos también pueden ser atomos,
tipicamente atomos de carbono, en un sistema de anillo unido o fusionado a los compuestos que tienen la féormula
general ilustrada. A continuacién se proporcionan divulgaciones ejemplares de estos tipos de compuestos.

T‘I Rs
2N Rs
!
B| A [
]' b 4 O
5 R4
Ri Rs
| B[ A
A
Y 0
R4
Ry Rg
I -
| l g o
10
Ry Rg
TR
Un experto en la técnica apreciara que los anillos también podrian ser heterociclicos y/o heteroarilos.

15 Los aspectos de trabajo de la presente divulgacion tipicamente fueron sistemas de anillo A-D fusionados que tienen
al menos una posicion de acoplamiento de molécula transportadora, indicandose una posible posicién de
acoplamiento a continuacion.

R Ri Ris Ry
3 :
B P
§: B A
Re D
Ry~ 7 —R42
R 1% R
Rg R1n
20
Con referencia a esta férmula general, los grupos variables R e Y son como se establece anteriormente. Mas
tipicamente, R1-R14 son independientemente hidrégeno o alquilo inferior. Las divulgaciones particulares de haptenos
basados en cumarina incluyen acido 2,3,6,7-tetrahidro-11-oxo-1H,5H,11H-[1]benzopirano[6,7,8-ijjquinolizina-10-
carboxilico
25
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O
I
OH
N o o
y dietilcumarina
N P -
OH
O

9. Ciclolignanos

Los compuestos basados en lignina, en particular ciclolignanos, tales como podofilotoxina y derivados de la misma,
proporcionan otra clase de haptenos dentro del alcance de la presente divulgacion. A continuacion se proporciona una
primera férmula general para estos derivados basados en ciclolignina.

Rd R&_ _HE-
Rs Y Ry
Rg
A || B Rg
Rg ; g R»].j
Ry Riz R

Varias publicaciones analizan los ciclolignanos naturales, semisintéticos y sintéticos que son utiles para describir el
género de ciclolignanos utiles para practicar la presente divulgacion, incluyendo: Stephanie Desbene y Sylviane Giorgi-
Renault, Drugs that Inhibit Tubulin Polymerization: The Particuar Case of Podophyllotoxin and Analogues, Curr. Med.
Chem. - Anti-Cancer Agents, 2, 71-90 (2002); M. Gordaliza et al., Podophyllotoxin: Distribution, Sources, Applications
and New Cytotoxic Derivatives, Toxicon, 44, 441-459 (2004); Phillipe Meresse et al., Etoposide: Discovery and
Medicinal Chemistry, Current Medicinal Chemistry, 11, 2443-2466 (2004); M. Pujol et al., Synthesis and Biological
Activity of New Class of Dioxygenated Anticancer Agents, Curr. Med. Chem. - Anti-Cancer Agents, 5, 215-237 (2005);
y Youngjae You, Podophyllotoxin Derivatives: Current Synthetic Approaches for New Anticancer Agents, Current
Pharmaceutical Design, 11, 1695-1717 (2005). En base a la presente divulgacion y aspectos de trabajo de la presente
divulgacion, asi como divulgaciones proporcionadas por estas publicaciones previas, y con referencia a esta primera
férmula general, R1-R12 tipicamente se seleccionan de hidrégeno, aldehido, alcoxi, alifatico, en particular alifatico
inferior, tal como isopreno, alifatico sustituido, heteroalifatico, por ejemplo, cadenas organicas que tienen
heteroatomos, tales como oxigeno, nitrégeno, azufre, alquilo, en particular alquilo que tiene 20 o menos atomos de
carbono, e incluso mas tipicamente alquilo inferior que tiene 10 o menos atomos, tal como metilo, etilo, propilo,
isopropilo y butilo, alquilo sustituido, tal como haluro de alquilo (por ejemplo, —CX3 donde X es un haluro, y
combinaciones de los mismos, en la cadena o bien unidos a la misma) amino, aminoacido, amido, ciano (-CN),
halégeno, hidroxilo, hidroxilamina, oxima, éter de oxima (por ejemplo, metoxiimina, CHs-O-N=) hidroxilalquilo, en
particular hidroxilalquilo inferior, carbonilo, ceto, tal como cetonas alifaticas, nitro, sulfhidrilo, sulfonilo, sulféxido,
carboxilo, carboxilato (y sales de los mismos, tales como carboxilatos de iones de amonio y metales del Grupo ) éster,
éster alquilico, acilo, exometileno, éter, ciclico, heterociclico, arilo, alquilarilo, tal como bencilo, heteroarilo,
polisacaridos, carbohidrato, monosacaridos, tales como glucosa y fructosa, disacaridos, tales como sacarosa y
lactosa, oligosacaridos y polisacaridos, y combinaciones de los mismos. Al menos uno de R1-R12 proporciona una
posicion para acoplar el compuesto a un conector o a una molécula transportadora. Ademas, algunos de los grupos
R pueden ser atomos en un sistema de anillo. Para un aspecto de la presente divulgacién, Rz y Rs, asi como dos de
R7-R10, se pueden fijar conjuntamente en un sistema de anillo. Al menos uno de R12 y R11 también es a menudo un
grupo arilo, tal como un anillo de benceno o un anillo de benceno sustituido.
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Determinados aspectos de trabajo de la presente divulgacién también cumplen la siguiente segunda férmula general,
donde los sustituyentes R son como se establece anteriormente.

Rd R5 R-h R] 3

RI
Ry Ry
5
Los compuestos ejemplares donde al menos uno de R11 y R12 es un grupo arilo tienen la siguiente formula general,
donde los sustituyentes R son como se establece anteriormente.
R
4 R_q_ Rﬁ R 13
Ris
10
R16-R20 son en general como se establece anteriormente, pero mas tipicamente son independientemente hidrégeno
o alcoxi, tipicamente alcoxi inferior, tal como metoxi, como se muestra a continuacion.
R
4 Rs R Rqa
Rig
15

Al menos uno de los sustituyentes R esta unido tipicamente a un conector, es un grupo funcional reactivo que puede
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reaccionar con un conector, o es ~L-RG. Para un aspecto de la presente divulgacion, Rs a menudo es -L-RG.

Rs y Re también pueden formar un doble enlace, tal como un doble enlace a oxigeno para formar un grupo funcional
carbonilo o un doble enlace a un atomo de nitrégeno para formar una imina. Determinados compuestos ejemplares
donde Rs y Res forman un doble enlace tuvieron la siguiente formula general, donde los sustituyentes R restantes son
como se establece anteriormente. Y se selecciona de nitrdgeno, oxigeno o azufre. Si Y es nitrdgeno, entonces el
atomo de nitrogeno puede estar unido ademas a hidrégeno, o algin atomo, grupo funcional o resto quimico distinto
de hidrégeno. Para un aspecto de la presente divulgacion, el nitrégeno puede tener un sustituyente alifatico, tal como
un grupo alquilo, un sustituyente arilo o heteroarilo, o un sustituyente arilo o heteroarilo sustituido, tal como un
sustituyente arilo o heteroarilo sustituido con alquilo y/o alcoxi.

Ry N L

Raj

Ras

R16-R20 se seleccionan independientemente de hidrogeno y alcoxi, mas tipicamente alcoxi inferior, tal como metoxi,
como se indica a continuacion.

N

OCH,4

Como con todos los conjugados de hapteno de la presente divulgacion, al menos uno de los sustituyentes R esta
unido tipicamente a un conector, es un grupo funcional reactivo que puede reaccionar con un conector, es -L-RG, o
esta directamente unido a un transportador. Para un aspecto de la divulgacion, Re a menudo es -L-RG.

A continuacion se proporciona la estructura quimica para podofilotoxina, un compuesto que ejemplifica esta clase de
haptenos ciclolignanos.
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OH
| [e
D.- 7
-
HaCO™~ 7 ~OGHs
OCH-,

La podofilotoxina, también denominada podofilox, es una toxina no alcaloide que tiene un peso molecular de 414,40
y una férmula de composicion de C22H220s. La podofilotoxina esta presente en concentraciones de un 0,3 a un 1,0 %
en masa en el rizoma de la mandragora americana Podophyllum peltatum. El punto de fusiéon de podofilotoxina es de
183,3 - 184,0 °C.

En consecuencia, los ciclolignanos de acuerdo con la presente divulgacion basados sustancialmente en la estructura
de podofilotoxina tienen la siguiente férmula general, donde Y se selecciona de nitrégeno, oxigeno o azufre.

H=1

O C/

4 | A | B

i TN ‘
- 6
| D

OCH; T' OCH4

OCHs

A continuacién se muestra una divulgacion especifica de un hapteno ciclolignano de acuerdo con la presente
divulgacion.

OCH+
N--N
G
0 4
A &) 5K
O
0
D
OCHs OCHs5
OCH4

Este compuesto se prepard a partir de podofilotoxina. Se oxidé el grupo hidroxilo de podofilotoxina a una cetona. A
continuacién se hizo reaccionar la cetona con una hidracina sustituida para producir el compuesto indicado
anteriormente. El reactivo de hidracina se puede sustituir como se desee, incluyendo sustituyentes alifaticos y arilo.

10. Heterobiarilo
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Otra clase general de haptenos de la presente divulgacion son los compuestos heterobiarilo, tipicamente
fenilquinolinas y quinoxalinas. Los compuestos heterobiarilo divulgados tienen una primera férmula quimica general
como sigue.

A

R BR

L % he
D

Con referencia a estas formulas generales, A-D se seleccionan de carbono, nitrégeno, oxigeno y azufre, y cualquiera
y todas las combinaciones de los mismos. Mas tipicamente A-D son carbono o nitrégeno. Los sustituyentes R1-Rz se
seleccionan independientemente de: hidrégeno, acilo, aldehidos, alcoxi, alifatico, en particular alifatico inferior, alifatico
sustituido, heteroalifatico, por ejemplo, cadenas organicas que tienen heteroatomos, tales como oxigeno, nitrégeno,
azufre, alquilo, en particular alquilo que tiene 20 o menos atomos de carbono, e incluso mas tipicamente alquilo inferior
que tiene 10 o menos atomos, tales como metilo, etilo, propilo, isopropilo y butilo, alquilo sustituido, tal como haluro
de alquilo (por ejemplo, -CX3 donde X es un haluro, y combinaciones de los mismos, en la cadena o bien unidos a la
misma), oxima, éter de oxima (por ejemplo, metoxiimina, CHs-O-N=) alcoholes (es decir, alifatico o hidroxilalquilo, en
particular hidroxilalquilo inferior) amido, amino, aminoacido, arilo, alquilarilo, tal como bencilo, alcoxiarilo, tal como
metoxi y etoxi, carbohidrato, monosacaridos, tales como glucosa y fructosa, disacaridos, tales como sacarosa y
lactosa, oligosacaridos y polisacaridos, carbonilo, carboxilo, carboxilato (incluyendo sales de los mismos, tales como
carboxilatos de iones de amonio y metales del Grupo |), ciclico, heterociclico, ciano (-CN), éster, éster alquilico, éter,
halégeno, heteroarilo, hidroxilo, hidroxilamina, oxima (HO-N=), ceto, tal como cetonas alifaticas, nitro, sulfhidrilo,
sulfonilo, sulféxido, exometileno y combinaciones de los mismos. Dos 0 mas de los sustituyentes R1-Rz2, lo mas
tipicamente varios sustituyentes R1 también pueden ser atomos, tipicamente atomos de carbono, en un sistema de
anillo unido o fusionado a los compuestos que tienen la formula general ilustrada. Al menos uno de los sustituyentes
R1-R2 tipicamente esta unido a un conector o directamente a un transportador.

Las divulgaciones particulares de los compuestos heterobiarilo tienen la siguiente formula.
R £
Ry Rz
: oy

R1y R2 son como se establece anteriormente para la primera formula general. Y es oxigeno, nitrogeno o azufre,
tipicamente nitrogeno. Si Y es nitrogeno, entonces la formula también puede incluir dobles enlaces al uno o mas
atomos de nitrogeno.

Los compuestos que tienen un Unico heteroatomo se ejemplifican por fenilquinolinas, tal como sigue.

Ri_ ' R?
N

Los aspectos mas particulares de la presente divulgacién incluyen haptenos sustituidos con arilo, ejemplificados por
la siguiente férmula general.

Ry _EE

R

Con referencia a esta férmula general, R1-Rs son como se indica anteriormente. Mas tipicamente, R1 es hidrégeno,
R2 es acilo, y R3 es alcoxi. A continuacidon se proporciona un aspecto particular de la divulgacion, el acido 2-(3,4-
dimetoxifenil)quinolina-4-carboxilico.
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CO:H

| e, OCHa

T OCH;

Los compuestos que tienen dos heteroatomos estan representados por quinoxalinas, como se indica en la férmula
general a continuacion.

Una divulgacion particular del hapteno con biaril-diheteroatomo de la presente divulgacion se ejemplifica por 3-hidroxi-
2-quinoxalincarbamida, a continuacién. De nuevo, los sustituyentes R1y Rz son como se establece anteriormente con
respecto a esta clase de haptenos.

N. _OH

11. Azoarilo

Otra clase general de haptenos de la presente divulgacion son compuestos de azoarilo, tales como azobencenos, que
tienen una primera férmula quimica general como sigue.

R
N—N

Rz

Los sustituyentes R1-R2 se seleccionan independientemente de: hidrégeno, acilo, aldehidos, alcoxi, alifatico, en
particular alifatico inferior, alifatico sustituido, heteroalifatico, por ejemplo, cadenas organicas que tienen
heteroatomos, tales como oxigeno, nitrégeno, azufre, alquilo, en particular alquilo que tiene 20 o menos atomos de
carbono, e incluso mas tipicamente alquilo inferior que tiene 10 o menos atomos, tales como metilo, etilo, propilo,
isopropilo y butilo, alquilo sustituido, tal como haluro de alquilo (por ejemplo, -CX3 donde X es un haluro, y
combinaciones de los mismos, en la cadena o bien unidos a la misma), oxima, éter de oxima (por ejemplo, metoxiimina,
CHs-O-N=) alcoholes (es decir, alifatico o hidroxilalquilo, en particular hidroxilalquilo inferior) amido, amino,
aminoacido, arilo, alquilarilo, tal como bencilo, alcoxiarilo, tal como metoxi y etoxi, carbohidrato, monosacaridos, tales
como glucosa vy fructosa, disacaridos, tales como sacarosa y lactosa, oligosacaridos y polisacaridos, carbonilo,
carboxilo, carboxilato (incluyendo sales de los mismos, tales como carboxilatos de iones de amonio y metales del
Grupo |), ciclico, heterociclico, ciano (-CN), éster, éster alquilico, éter, halégeno, heteroarilo, hidroxilo, hidroxilamina,
oxima (HO-N=), ceto, tal como cetonas alifaticas, nitro, sulfhidrilo, sulfonilo, sulféxido, sulfonilo, exometileno y
combinaciones de los mismos. Dos 0 mas sustituyentes Rz también pueden ser atomos, tipicamente atomos de
carbono, en un sistema de anillo unido o fusionado a los compuestos que tienen la férmula general ilustrada. Para un
aspecto de la divulgacion, 2 sustituyentes R2 pueden formar un anillo fenilo fusionado, o una estructura heterociclica
o heteroarilo fusionada.

Determinados compuestos de azoarilo divulgados tienen un primer sustituyente amina y un segundo sustituyente arilo.
Estos compuestos tipicamente tienen la siguiente formula.
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Arilo

Re  N=N
RsRsN

Con referencia a esta férmula general, R2-R4 son como se establece anteriormente con respecto a esta clase de
haptenos, teniendo aspectos particulares de la presente divulgacion R2-Rs alifatico, en particular alquilo, méas en
particular alquilo inferior, y R4 hidrégeno.

A continuacioén se proporciona una tercera formula general para describir compuestos de azoarilo.

Ry N—N
R;R3N

R2-Rs son como se establece anteriormente para esta clase particular de haptenos. Al menos uno de R2-Rs define una
posicion para acoplar un conector o transportador al hapteno azoarilo para formar un conjugado. Para un aspecto de
la divulgacion, Rs puede ser un grupo funcional de haluro de sulfonilo. Los haluros de sulfonilo, tales como el que se
muestra a continuacién, son grupos funcionales Utiles para acoplar conectores a los haptenos azoarilo.

Rs
o o

5
X

Re. NN
RoRaM
Con referencia a esta férmula, R2-Rs son como se establece anteriormente. X es un haluro. Una divulgacion particular

de estos haptenos azoarilo, cloruro de 4-(dimetilamino)azobenceno-4'-sulfonilo, tiene la formula proporcionada a
continuacion.

o O
5
Cl

12. Benzodiazepinas

Otra clase de haptenos de acuerdo con la presente divulgacion son los haptenos benzodiazepina, que tienen una
primera férmula general como se indica a continuacién.

R
N
R5 _ R?
N Rs
R, [
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R1-Rs se seleccionan independientemente de: acilo, aldehidos, alcoxi, alifatico, en particular alifatico inferior, alifatico
sustituido, heteroalifatico, por ejemplo, cadenas organicas que tienen heteroatomos, tales como oxigeno, nitrégeno,
azufre, alquilo, en particular alquilo que tiene 20 o menos dtomos de carbono, e incluso mas tipicamente alquilo inferior
que tiene 10 o menos atomos, tal como metilo, etilo, propilo, isopropilo y butilo, alquilo sustituido, tal como haluro de
alquilo (por ejemplo, —~CXs donde X es un haluro, y combinaciones de los mismos, en la cadena o bien unidos a la
misma), oxima, éter de oxima (por ejemplo, metoxiimina, CHs-O-N=) alcoholes (es decir, alifatico o hidroxilalquilo, en
particular hidroxilalquilo inferior) amido, amino, aminoacido, arilo, alquilarilo, tal como bencilo, carbohidrato,
monosacaridos, tales como glucosa y fructosa, disacaridos, tales como sacarosa y lactosa, oligosacaridos y
polisacaridos, carbonilo, carboxilo, carboxilato (incluyendo sales de los mismos, tales como carboxilatos de iones de
amonio o metales del Grupo 1), ciclico, ciano (-CN), éster, éter, exometileno, halégeno, heteroarilo, heterociclico,
hidrégeno, hidroxilo, hidroxilamina, oxima (HO-N=), ceto, tal como cetonas alifaticas, nitro, sulfhidrilo, sulfonilo,
sulféxido y combinaciones de los mismos. Dos 0 mas de los sustituyentes Rs también pueden ser atomos, tipicamente
atomos de carbono, en un sistema de anillo unido o fusionado a los compuestos que tienen la formula general ilustrada.
Al menos una de las posiciones R1-Rs esta unida a un conector o esta ocupada por un grupo funcional adecuado para
el acoplamiento a un conector o una molécula transportadora. R1-Rs lo mas tipicamente son alifatico, arilo, hidrégeno
o hidroxilo, incluso mas tipicamente alquilo, hidrégeno o fenilo. Y es oxigeno o azufre, lo mas tipicamente oxigeno.

Las divulgaciones particulares de los haptenos benzodiazepina tienen R+ arilo, como se indica a continuacion.

Arilo
M
R5 | R?
- . N . R,
Ra

Para estos aspectos de la presente divulgacion, R2-Rs son como se establece anteriormente para esta clase de
haptenos, mas tipicamente dichos sustituyentes se seleccionan independientemente de alifatico, en particular alquilo,
hidrégeno e hidroxilo. Determinados aspectos divulgados de la presente divulgacion son compuestos fenilo, como se
ilustra a continuacion.

Rg
N
H5 T .. RZ
N Ra
R, Y

De nuevo, R2-Rs son como se establece anteriormente, pero mas tipicamente dichos sustituyentes se seleccionan
independientemente de alifatico, en particular alquilo, hidrogeno e hidroxilo. Determinados aspectos divulgados de la
presente divulgacion son compuestos fenilo, como se ilustra a continuacion. A continuacién se proporciona un aspecto
particular de la presente divulgacion, 4-(2-hidroxifenil)-1H-benzo[b][1,4]diazepin-2(3H)-ona.

M
OH
N
H O
E. Conectores
1. General

Como se indica en la férmula general, los conjugados transportador-conector con hapteno opcional de la presente
solicitud pueden incluir conectores. Cualquier conector actualmente conocido para este propoésito, o desarrollado en
el futuro, se puede usar para formar conjugados de la presente divulgacién por el acoplamiento a los haptenos
divulgados en el presente documento. Los conectores utiles pueden ser homo o bien heterobifuncionales, pero mas
tipicamente son heterobifuncionales.
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2. Alifatico

Unicamente a modo de divulgacién, y sin limitacién, una primera clase de conectores adecuados para formar
conjugados de hapteno divulgados son compuestos alifaticos, tales como cadenas de hidrocarburos alifaticos que
tienen uno o mas sitios de insaturacion, o cadenas de alquilo. La cadena alifatica también incluye tipicamente grupos
funcionales terminales, incluyendo a modo de divulgacion y sin limitacién, un grupo reactivo de carbonilo, un grupo
reactivo de amina, un grupo reactivo de tiol o un grupo fotorreactivo, que facilitan el acoplamiento a haptenos y otros
compuestos deseados, tales como restos de unién especifica. La longitud de la cadena puede variar, pero tipicamente
tiene un limite practico superior de aproximadamente 30 atomos de carbono. Se ha demostrado que las uniones de
cadena de mas de aproximadamente 30 atomos de carbono son menos eficaces que los compuestos que tienen
uniones de cadena mas pequefias. Por tanto, los conectores de cadena alifatica tipicamente tienen una longitud de
cadena de desde aproximadamente 1 atomo de carbono a aproximadamente 30 atomos de carbono. Sin embargo,
un experto en la técnica apreciard que, si un conector particular tiene mas de 30 atomos, y todavia funciona
eficazmente para unir el hapteno a una unidad de acoplamiento de molécula transportadora, y el conjugado todavia
funciona como se desea, entonces dichos enlaces de cadena todavia estan dentro del alcance de la presente
divulgacion.

3. Oxidos de alquileno

Una segunda clase de conectores utiles para practicar la presente divulgacion son los 6xidos de alquileno. Los 6xidos
de alquileno se representan en el presente documento por referencia a glicoles, tales como etilenglicoles. Los
conjugados de hapteno de la presente divulgacion han demostrado ser en particular utiles si la hidrofilicidad del
conector se incrementa en relacidon con sus cadenas de hidrocarburo. Como resultado, los éxidos de alquileno, tales
como los glicoles, han demostrado ser utiles para practicar la presente divulgacion. Un experto en la técnica apreciara
que, a medida que se incrementa el nimero de atomos de oxigeno, también puede incrementar la hidrofilia del
compuesto. Por tanto, los conectores de la presente divulgacién tienen en general una férmula de (-OCH2CH20-)n
donde n es de aproximadamente 2 a aproximadamente 25, pero mas tipicamente n es de aproximadamente 2 a
aproximadamente 12.

Los conectores de polialquilenglicol heterobifuncionales Utiles para practicar determinados aspectos divulgados de la
presente divulgacién se describen en solicitudes pendientes de tramite del cesionario, incluyendo "Nanoparticle
Conjugates”, solicitud de patente de EE. UU. n.° 11/413.778, presentada el 28 de abril de 2006; "Antibody Conjugates”,
solicitud de EE. UU. n.° 11/413.415, presentada el 27 de abril de 2006; y "Molecular Conjugate” solicitud de patente
provisional de EE. UU. n.° 60/739.794, presentada el 23 de noviembre de 2005. Un experto en la técnica apreciara
que los conectores divulgados en estas solicitudes se pueden usar para unir restos de union especifica, restos
generadores de sefial y haptenos en cualquiera y todas las combinaciones deseadas. Los conectores de
polialquilenglicol heterobifuncionales se divulgan a continuacion, y su uso se ejemplifica por referencia al acoplamiento
de restos de unidn especifica, tales como anticuerpos, a haptenos y marcadores detectables. En particular, los
conjugados de anticuerpos antihapteno y marcadores detectables y conjugados de anticuerpos primarios con
haptenos se ejemplifican en el presente documento.

Un aspecto particular de la presente divulgacion de un conector para su uso con conjugados divulgados es un conector
de polialquilenglicol heterobifuncional que tiene la estructura general mostrada a continuacion:

A+(CH2}x-D1TB

en la que Ay B incluyen diferentes grupos reactivos, x es un niumero entero de 2 a 10 (tal como 2,3 04), ey es un
numero entero de 1 a 50, para un aspecto de la divulgacién, de 2 a 30 tal como de 3 a 20 o de 4 a 12. Uno o mas
atomos de hidrégeno se pueden sustituir por grupos funcionales adicionales tales como grupos hidroxilo, grupos alcoxi
(tales como metoxi y etoxi), grupos halégeno (F, Cl, Br, 1), grupos sulfato y grupos amino (incluyendo grupos amino
mono Y disustituidos tales como grupos dialquilamino.

Ay B del conector pueden incluir independientemente un grupo reactivo de carbonilo, un grupo reactivo de amina, un
grupo reactivo de hidracina, un grupo reactivo de hidracida, un grupo reactivo de tiol o un grupo fotorreactivo. Ay B
pueden ser el mismo grupo, o pueden ser grupos diferentes. Las divulgaciones de grupos reactivos de carbonilo
incluyen grupos reactivos de aldehido y cetona como derivados de hidracina y aminas. Las divulgaciones de grupos
reactivos de amina incluyen ésteres activos tales como NHS o sulfo-NHS, isotiocianatos, isocianatos, acil-acidas,
cloruros de sulfonilo, aldehidos, glioxales, epoxidos, oxiranos, carbonatos, haluros de arilo, imidoésteres, anhidridos
y similares.

Se han formado conjugados hapteno-conector usando conectores basados en PEG. Una divulgacion de un compuesto
de este tipo se muestra a continuacion.
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Hapteno N : ) o 0 OH
H

Este aspecto de la divulgacion cumple por lo tanto la formula hapteno-L-RG donde L es un dPEG4 (4 oxigenos de
éter) y el grupo reactivo es un grupo funcional &cido carboxilico. El grupo funcional &cido carboxilico se ha convertido
en otros grupos funcionales reactivos en aspectos de trabajo de la presente divulgacion. Para un aspecto de la
divulgacion, el grupo funcional acido carboxilico se puede convertir en un éster activado, tal como un éster NHS, como
se muestra a continuacion.

8]

Hapteno N ) e 0 0 .D.-
H 0

Y, el éster activado se puede convertir en otro grupo funcional reactivo util, tal como una hidracida, como se ilustra a
continuacion.

O 0
— 0 . o . . . _INHa
Hapteno Tl\. 0 0 ™
H H
F. Materiales diversos para el acoplamiento a transportadores poliméricos

Los transportadores poliméricos tienen varios grupos funcionales a través de los que los compuestos o grupos
funcionales deseados se pueden incorporar en conjugados. Para un aspecto de la divulgacion, determinados aspectos
divulgados de la presente divulgacion se refieren a conjugados por los que una porcion de grupos funcionales reactivos
disponibles, tales como grupos funcionales que portan nitrégeno que tienen heteroatomos adyacentes, para el
acoplamiento a un hapteno o haptenos, o conectores de hapteno, dejando una porcion restante de grupos funcionales
reactivos disponibles para reaccionar con una segunda clase de molécula deseada. A modo de divulgacion, y sin
limitacion, la segunda clase de compuestos incluye: moléculas biolégicas (incluyendo péptidos, proteinas, enzimas,
glucidos, polisacaridos, lipidos, glucoproteinas y lipoproteinas); marcadores detectables (conectores que tienen un
primer extremo acoplado al material polimérico y un segundo acoplado a, o disponible para el acoplamiento a una
molécula deseada).

V. Sintesis

A. General

La sintesis detallada de poliacrilamida-hidracida se describe en la solicitud de patente EE. UU. n.° 11/018.897 y se
proporciona a continuacién en el ejemplo ilustrativo 1. En resumen, una mezcla acuosa de poliacrilamida, disponible
comercialmente de Sigma Aldrich, y monohidrato de hidracina (Sigma Aldrich) se somete a calentamiento por
microondas. Esta sintesis se indica en general a continuacién en el esquema 1.

Esquema 1

Sintesis de poliacrilamida-hidracida

Flocen H. H H
g NH.NH oty—b— o8]
HN 0 PM H:NT o Hlil e

MH
i 2

Se purifica la mezcla de reaccion por precipitacion y aislamiento de la poliacrilamida-hidracida deseada.
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El esquema 2 ilustra un modo de realizacion de una sintesis mediada por microondas de polivinilpirrolidona-hidracida.
Esquema 2

Sintesis de polivinilpirrolidona

! H H
CHy— cl. NH?NH? [ %-[I, 1T %_r_l:
N HM
~J] |
X y
NH
HaN

El esquema 3 ilustra una divulgacion de una sintesis mediada por microondas de poli(isobutileno-co-maleico)-
hidracida (PIBMH).

Esquema 3

Poli(isobutileno-co-maleico)-hidracida

HC fmz H,{" -::H H.C chs
T CH,—C NH:NH; 04 CH,—C
>=““ /L >§ g ©
0T mp? R PM
OH 'iJH
N T X - S NH, ¥

El esquema 4 ilustra una divulgacion de una sintesis de poli(acido acrilico)-hidracida. La sintesis mediada por
microondas del polimero poli(acido acrilico)-hidracida da lugar a poco o ningun producto. Sin estar limitado por una
teoria de funcionamiento, puede ser que la hidracina no reaccione, o no reaccione bien, con los grupos funcionales
acidos libres del poli(acido acrilico), mientras que la hidracina si reacciona con los grupos funcionales anhidrido de
acido y amida, como se ilustra anteriormente. Como resultado, un aspecto de la presente divulgacion de una sintesis
exitosa es activar los grupos funcionales acido carboxilico, seguido de la reaccién con una hidracina protegida, tal
como una hidracina protegida con BOC. Un experto en la técnica apreciara que los grupos funcionales acidos se
pueden activar para la reacciéon con un nucledfilo, tal como hidracina u otro grupo funcional reactivo, en una variedad
de formas. Sin embargo, el aspecto de trabajo ilustrado de la presente divulgacion usé 1-[3-(dimetilamino)propil]-3-
etilcarbodiimida (EDAC) para activar los grupos funcionales acido carboxilico para la sustitucién con una hidracina
protegida con BOC. Se retiré el grupo protector BOC con acido trifluoroacético (TFA) para producir el polimero
poli(acido acrilico)-hidracida.

Esquema 4

Sintesis de poli(acido acrilico)

oH,—0 on—B—-on, -8
A 1. EDAC, BOC-NHNH, ,J\ A
" oH| 2 TFA ) ©7 o ©7 N
i . Hjmf ;
B. Sintesis de conjugado usando hidracida polimérica como sintesis ejemplar

Aunque la presente divulgaciéon se puede practicar usando diversos transportadores polimeros, el siguiente analisis
ejemplifica la divulgacion con referencia a la poliacrilamida-hidracida como transportador polimérico. La poliacrilamida-
hidracida se acopla a una molécula de unién especifica, tal como un anticuerpo, como se ilustra en la FIG. 2. Para
compuestos que incluyen un resto reactivo de hidracida, entonces no es necesaria la activacion del compuesto. De
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forma alternativa y cuando sea necesario o deseable, el anticuerpo se puede activar para acoplarse a un transportador
polimérico. Para un aspecto de la divulgacién, una técnica de activacion implica proporcionar o producir un grupo
funcional reactivo de hidracida en el anticuerpo. Un aspecto en particular util de la presente divulgacion es acoplar el
transportador polimérico, tal como un transportador de hapteno polimérico, a la porciéon Fc de un anticuerpo. Para
garantizar que se produce esta reaccion, los aspectos de trabajo de la presente divulgacion tipicamente tienen
porciones de carbohidratos oxidados asociados con la porcién Fc del anticuerpo para crear un grupo funcional reactivo
de hidracida, tipicamente un compuesto que porta un carbonilo, tal como un aldehido, o cetona, acido o éster reactivo,
mas tipicamente un aldehido, usando un agente oxidante apropiado, tal como peryodato. Para los aspectos de trabajo
de la presente divulgacion, se usé peryodato de sodio en exceso para oxidar proteinas.

Para el aspecto de la presente divulgacion ilustrada en la FIG. 2, se forma una hidrazona intermedia acoplando un
transportador polimérico a un aldehido formado en la porcion Fc del anticuerpo. Los aspectos de trabajo de la presente
divulgacion redujeron esta hidrazona intermedia usando un reactivo apropiado, tal como cianoborohidruro de sodio.
Sin embargo, puede que no se requiera reduccion de la hidrazona intermedia. Los aspectos de trabajo de la presente
divulgacion redujeron la hidrazona intermedia para proporcionar una estabilidad incrementada, tal como eliminando la
posibilidad de una reaccién retro-Mannich de la base de Mannich. Como otro aspecto de la divulgacion, las hidrazonas
intermedias pueden ser reactivas con otros componentes, intra o bien intermolecularmente, para producir compuestos
menos deseables, tales como heterociclos estables.

La FIG. 2 ilustra que los compuestos resultantes tienen varios grupos funcionales hidracida, es decir, "y", que estan
disponibles para reaccién con otro compuesto deseado. Este aspecto de la presente divulgacion se ilustra en la FIG.
2, que ilustra el principio con referencia particular al acoplamiento de haptenos al transportador polimérico. Como con
el anticuerpo, puede que no se necesite que los haptenos que pueden reaccionar directamente con el anticuerpo se
activen antes de dicho acoplamiento. De forma alternativa, se puede usar un conector para acoplar el conjugado
anticuerpo-transportador polimérico a un hapteno, o haptenos, para formar un conjugado anticuerpo-transportador de
hapteno polimérico si la activacion es deseable o requerida, y/o si algun otro motivo favorece el uso de un conector,
tal como separar el hapteno del anticuerpo por motivos estéricos o para facilitar el reconocimiento del/de los hapteno(s)
colgante(s). Se puede encontrar informacion adicional sobre composiciones y usos de conectores en las patentes y/o
solicitudes del cesionario que se mencionan en el presente documento.

La FIG. 2 ilustra el uso de diversos conectores, tales como los conectores dPEG4 a dPEG24, y conectores alquilo, tales
como -CsH11, para acoplar DNP, biotina y fluoresceina, respectivamente, a grupos funcionales hidracida del
conjugado anticuerpo-transportador polimérico. Para facilitar el acoplamiento del conjugado anticuerpo-transportador
polimérico al conector-hapteno, el conector incluye un éster activado, ilustrandose un éster de N-hidroxisuccinimida
(NHS) en la FIG. 1. El conjugado anticuerpo-transportador polimérico se acopla al hapteno para formar un conjugado
transportador de hapteno polimérico.

La FIG. 2 ilustra que todos los grupos "y" disponibles, es decir, grupos funcionales que comprenden grupos funcionales
hidracida libres, reaccionan con el conector-hapteno activado. Un experto en la técnica apreciara que solo puede
reaccionar una porcion de los grupos funcionales reactivos disponibles, tal como usando una cantidad
estequiométricamente limitada del conector-hapteno. Estos compuestos tendrian grupos funcionales reactivos
adicionales disponibles para reaccionar con, para un aspecto de la divulgacién, un hapteno o hapteno-conector
diferente.

La FIG. 2 ilustra en primer lugar la reaccion del transportador polimérico con un anticuerpo para formar un conjugado
anticuerpo-transportador polimérico, y a continuacion el acoplamiento de un hapteno, haptenos, hapteno-conector,
haptenos-conector, hapteno-conectores y/o haptenos-conectores (denominados conjuntamente hapteno/hapteno-
conector), al conjugado anticuerpo-transportador polimérico. Un experto en la técnica apreciara que los mismos
compuestos se pueden formar opcionalmente en primer lugar acoplando un transportador polimérico a un
hapteno/hapteno-conector para formar un transportador de hapteno polimérico. El transportador de hapteno
polimérico, que tiene grupos funcionales reactivos disponibles restantes, se acopla a continuacién con el anticuerpo,
preferentemente solo en la porcion Fc del anticuerpo, para formar un conjugado anticuerpo-transportador de hapteno
polimérico.

VI. Divulgaciones ejemplares de un procedimiento para el uso de conjugados de transportador de hapteno
polimérico divulgados, y composiciones de los mismos

Determinados aspectos ejemplares de la presente divulgacion se refieren a técnicas de hibridacién in situ que se
pueden implementar con diversos aspectos de conjugados de transportador de hapteno polimérico divulgados. Se
selecciona una muestra que tiene una diana, tal como una proteina. También se selecciona una sonda util para
detectar la diana, tal como un anticuerpo. Se conjuga al menos un transportador de hapteno polimérico con la sonda.
Se trata la diana con la sonda conjugada con el transportador de hapteno polimérico de manera eficaz para formar un
complejo que se puede visualizar usando cualquier medio adecuado, tal como tratando la diana complejada con el
conjugado sonda-transportador de hapteno polimérico con un anticuerpo antihapteno que tiene un marcador
detectable, tal como una enzima, un cromdéforo organico, tal como un fluoréforo, nanoparticulas croméforas, tales
como puntos cuanticos fluorescentes, etc., adecuados para visualizar el complejo resultante. Para un aspecto de la
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divulgacion, si el marcador detectable es una enzima, se proporciona un sustrato para la enzima, produciendo de este
modo un precipitado identificable de forma Unica, tal como un precipitado coloreado.

Se puede acoplar un anticuerpo a un marcador detectable, tal como una enzima. Se afiade un sustrato enzimatico
para producir un producto enzimatico detectable. Una divulgacién especifica de este procedimiento es la hibridacion
in situ con plata (SISH). Una enzima adecuada para SISH es la peroxidasa de rabano picante, que se puede usar en
combinacion con hidroquinona, iones de plata (por ejemplo, Ag*") y perdxido de hidrégeno. El producto detectable son
particulas de plata elementales. Se puede encontrar informacion adicional sobre dichos procedimientos en Hainfeld,
patente de EE. UU. n.° 6.670.113.

Como otro aspecto de la divulgacion, la enzima podria ser fosfatasa alcalina. La fosfatasa alcalina desencadena la
hidrdlisis catalitica del fosfato del agente reductor, es decir, fosfato de acido ascorbico, generando un agente reductor,
es decir, ascorbato, que a continuacion se puede usar para reducir la plata mas uno (Ag*') a plata nanoscopica
metdlica. Por tanto, el producto visualmente detectable es plata elemental. Se puede detectar plata por cualquier
medio adecuado, incluyendo microscopia de campo claro. Se puede encontrar informacion adicional sobre el uso de
enzimas fosfatasa en Bieniarz et al., solicitud de patente de EE. UU. n.° 2004/0265922, titulada "Enzyme-catalyzed
Metal Deposition for the Enhanced in Situ Detection of Immunohistochemical Epitopes and Nucleic Acid Sequences".

Los aspectos de la presente divulgacion divulgados en el presente documento también se pueden usar para
implementar la hibridacion in situ cromogénica. En este procedimiento, se selecciona una enzima, con divulgaciones
adecuadas que incluyen las divulgadas en el presente documento o que son conocidas de otro modo por los expertos
en la técnica, usandose peroxidasa de rabano picante y fosfatasa alcalina para ejemplificar aspectos particulares de
la presente divulgaciéon. A continuacion se selecciona un sustrato adecuado para producir un producto precipitado
coloreado que se puede detectar usando técnicas conocidas en la técnica, incluyendo microscopia de campo claro.
El compuesto cromoégeno puede ser fluorégeno. Los compuestos fluorégenos adecuados estan disponibles
comercialmente de diversas fuentes. El sustrato se puede hacer fluorégeno por accién enzimatica. Ademas, también
se pueden usar puntos cuanticos para visualizar interacciones inmunohistoquimicas. Tipicamente se realiza un
seguimiento de sondas fluorescentes y puntos cuanticos usando un microscopio de fluorescencia.

Los aspectos adicionales de un procedimiento divulgado se refieren a un procedimiento de deteccién directa. Para
este procedimiento, se selecciona un anticuerpo primario, incluyendo un anticuerpo monoclonal, tal como anticuerpo
IgG monoclonal de ratén, para una diana particular. El anticuerpo primario también incluye tipicamente un marcador
detectable, como se analiza anteriormente.

De forma alternativa, se puede usar un procedimiento de amplificacion. La presente divulgacion también se puede
usar para pruebas de diagndstico. Se selecciona una diana. Se afiade un anticuerpo primario a la muestra de manera
que permita la complejacion de la diana y el anticuerpo primario. Se afiade un anticuerpo secundario frente al
anticuerpo primario a la muestra. El anticuerpo incluye un marcador detectable que se puede usar para identificar, en
particular visualmente o por medios visuales, tales como microscopia, la diana complejada usando un sustrato, como
se analiza en el presente documento. El anticuerpo puede ser cualquier anticuerpo adecuado, incluyendo a modo de
divulgacion y sin limitacion, un anticuerpo anti-lIgG de ratén de conejo marcado. Se puede afadir un anticuerpo
secundario, incluyendo un anticuerpo de una especie diferente, al anticuerpo primario a la muestra. Para un aspecto
de la divulgacién, el anticuerpo podria ser un anticuerpo caprino producido contra el anticuerpo primario, tal como
anticuerpos anti-IgG de ratén.

Se puede afadir al menos un antianticuerpo adicional que tiene un marcador detectable a la muestra para amplificar
la sefal producida por la diana detectada. En este procedimiento ejemplar, el anticuerpo podria ser un anticuerpo anti-
IgG caprina de conejo marcado. Se puede afadir el anticuerpo simultaneamente con, o posteriormente a, el anticuerpo
marcado.

Determinados aspectos de la presente divulgacion se facilitan usando anticuerpos monoclonales antihapteno, tales
como para cribado de hibridomas. Se selecciona una diana particular, tal como una diana situada en un tejido. Se
administra un anticuerpo primario dirigido a la diana de manera eficaz para que el anticuerpo reconozca la diana. El
anticuerpo tiene al menos uno, y potencialmente varios, haptenos conjugados con el mismo usando conjugados de
transportador de hapteno polimérico de la presente divulgacion. Los haptenos conjugados con el anticuerpo primario
pueden ser iguales o diferentes. Se trata una muestra de tejido con anticuerpos antihapteno. En este aspecto ejemplar
de la presente divulgacién, un anticuerpo primario se acopla eficazmente a un anticuerpo antihapteno, tal como se
puede proporcionar a partir de un anticuerpo monoclonal de ratén de hibridoma. Por tanto, para cada hapteno acoplado
al anticuerpo primario, habra un anticuerpo secundario.

A continuacion se identifica el complejo formado por el anticuerpo antihapteno, tal como un anticuerpo monoclonal de
ratéon. Un procedimiento es tratar ahora la composicion con un anticuerpo que reconozca el anticuerpo de ratén, tal
como un anticuerpo caprino. En este aspecto ejemplar de la presente divulgacion, los anticuerpos caprinos se
conjugan con un marcador detectable, tal como una enzima, siendo un aspecto de la divulgaciéon las enzimas de
peroxidasa de rabano picante (HRP). A continuacion se incuba este complejo con un sustrato HRP, como es conocido
por los expertos en la técnica, para formar precipitados detectables, por ejemplo, coloreados. Este procedimiento se
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puede usar para el cribado, tal como cribado de hibridomas.

Para cribar anticuerpos monoclonales antihapteno, se obtiene una muestra de tejido, tal como tejido de amigdala
humana normal. Se puede incluir la muestra en parafina, y si es asi, se desparafina la muestra de tejido, tal como
usando solucién VMSI EZPrep. A continuacion se realiza el acondicionamiento celular y la recuperacion de antigeno
usando VMSI CC1. Se conjuga un anticuerpo policlonal primario, tal como anti-lambda humano (disponible en Dako),
con las divulgaciones de transportadores de hapteno poliméricos divulgados en la presente solicitud. La conjugacion
se produce preferentemente en la regién Fc del anticuerpo para reducir la probabilidad de que la union afecte a la
especificidad del anticuerpo. Se aplica una solucién que comprende una cantidad eficaz del anticuerpo primario al
tejido durante un periodo de tiempo eficaz. Para los aspectos de trabajo de la presente divulgacion, la concentracion
eficaz ha sido de aproximadamente 10 pyg/ml del anticuerpo primario, y el periodo de tiempo eficaz ha sido de
aproximadamente 60 minutos. A continuacion se lava la muestra de tejido. Después de esto, se aplica un posible
anticuerpo antihapteno (por ejemplo, KLH-CGT1-1.1+5-27F09-02E01) a la muestra de tejido durante un periodo de
tiempo eficaz, tal como aproximadamente 60 minutos. A continuacion se detecta el anticuerpo usando cualquier medio
adecuado, tal como la tincion VMSI Omni Map DAB.

Se puede realizar un cribado inmunohistoquimico (IHQ) automatizado de posibles anticuerpos antihapteno usando un
VMSI Discovery XT y tejido de amigdala humana incluido en parafina fijado con formol en portaobjetos de vidrio. En
primer lugar, las muestras de tejido se someten a desparafinacion, recuperaciéon de antigeno, seguido de la adicién
de un anticuerpo primario unido a un hapteno de interés usando un transportador de hapteno polimérico, el posible
anticuerpo antihapteno y un anticuerpo de deteccion. Se visualiza el anticuerpo de deteccion usando un reactivo de
deteccién de cromégeno de VMSI. Se criban manualmente los portaobjetos tefiidos bajo un microscopio. Se
seleccionan las muestras que tienen un patrén de tincion de anticuerpo primario correcto como posibles candidatos
antihapteno. Para someter a prueba la selectividad y especificidad, se criban ademas productos de fusion celular
antihapteno candidatos usando anticuerpos primarios conjugados con un hapteno de una clase quimica diferente.

Los aspectos divulgados de la presente divulgacion contemplan el uso de mdltiples haptenos diferentes, y anticuerpos
de los mismos, para visualizar una diana detectable. Para un aspecto de la divulgacion, se pueden usar haptenos de
biotina y DNP, y anticuerpos para los mismos, tales como antibiotina y anti-DNP, para la deteccion de una diana en
una muestra, tal como una proteina en tejido.

Los aspectos de la presente divulgacion también son Utiles para la deteccion simultanea de multiples tipos diferentes
de dianas, tales como dianas de proteina, en una muestra. Por ejemplo, con referencia a HER2 (receptor 2 del factor
de crecimiento epidérmico humano), se afiade una sonda HER2 marcada con transportador de hapteno polimérico a
una muestra de una manera eficaz para permitir que la sonda se compleje con el gen HER2. A continuacién se trata
el gen complejado con un anticuerpo antihapteno que tiene un marcador detectable 206, tal como un Qdot. Se afiade
un anticuerpo de proteina anti-HER2, tal como anticuerpo de conejo anti-HER2 4B5, a la muestra de una manera
eficaz para permitir el reconocimiento de la proteina HER2. El anticuerpo anti-HER2 puede incluir al menos un
transportador de hapteno polimérico, y potencialmente varios haptenos, que pueden ser iguales o diferentes. Con
referencia al uso de biotina para ejemplificar el aspecto de la presente divulgacién, a continuaciéon se afiade un
anticuerpo secundario antihapteno a la muestra de una manera eficaz para permitir la complejacién del anticuerpo
secundario y hapteno(s). El anticuerpo secundario antihapteno incluye un marcador detectable, tal como un Qdot 655.
Por tanto, este aspecto de la presente divulgaciéon permite la deteccién multiplexada de gen y producto génico.

VIl. Kits de prueba

Los aspectos de la presente divulgacion proporcionan, en parte, kits para llevar a cabo diversos aspectos del
procedimiento de la divulgacion. Las divulgaciones de dichos kits incluyen las Utiles para analisis de colesterol, kits de
embarazo, kits de diagndstico de cancer, etc. Los kits de prueba de la presente divulgacién tipicamente tienen un
conjugado de transportador de hapteno polimérico de acuerdo con la presente divulgacion, tal como al menos un
conjugado de molécula de unién especifica-transportador de hapteno polimérico, incluyendo conjugados anticuerpo-
transportador de hapteno polimérico, y un anticuerpo antihapteno, en particular un anticuerpo antihapteno conjugado
con un marcador detectable.

Determinados aspectos del kit de la presente divulgaciéon comprenden un anticuerpo conjugado con transportador de
hapteno polimérico, seleccionandose el hapteno de oxazoles, pirazoles, tiazoles, nitroarilos, benzofurazanos,
triterpenos, ureas, tioureas, rotenonas, cumarinas, ciclolignanos y combinaciones de los mismos. Dichos kits también
incluyen tipicamente un anticuerpo antihapteno conjugado con un marcador detectable.

Ademas, los aspectos del kit divulgados de la presente divulgacion pueden incluir componentes adicionales,
incluyendo pero sin limitarse a varios anticuerpos adicionales. Se pueden usar dichos kits, para un aspecto de la
divulgacion, por un médico o facultativo.

VIIl. Aspectos automatizados de la presente divulgacion

Un experto en la técnica apreciara que los aspectos del procedimiento divulgado en el presente documento para el
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uso de conjugados de hapteno se pueden automatizar. Ventana Medical sistemas, Inc. es el cesionario de varias
patentes de los Estados Unidos que divulgan sistemas y procedimientos para realizar analisis automatizados,
incluyendo las patentes de EE. UU. n.° 5.650.327, 5.654.200, 6.296.809, 6.352.861, 6.827.901 y 6.943.029, y las
solicitudes publicadas de EE. UU. n.° 20030211630 y 20040052685. Se pueden realizar divulgaciones particulares de
procedimientos de tincion de hapteno polimérico usando diversos procedimientos automatizados.

Se proporcionan detalles adicionales sobre divulgaciones de trabajo ejemplares en los ejemplos de trabajo.
IX. Ejemplos

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar determinadas caracteristicas de aspectos de trabajo de la
presente divulgacion. Un experto en la técnica apreciara que el alcance de la presente divulgacion no se limita a las
caracteristicas particulares ejemplificadas por estos ejemplos.

Para todos los ejemplos de trabajo divulgados, todos los productos quimicos se compraron a proveedores comerciales
y se usaron como se recibieron. Se compraron soluciones de anticuerpo policlonal (anti-lgG de ratén caprino y anti-
IgG de conejo caprino) a Bethyl Labs y se usaron como se recibieron. Se sintetizaron poliacrilamida-hidracida y NHS-
PEG4-DNP como se describe previamente. Se calcularon concentraciones de proteina usando los valores de €250 de
1,4 mlI-mg'-cm™" para el anticuerpo. Se pasé agua, obtenida de una fuente de desionizacién interna, a través de un
sistema Milli-Q Biocel para retirar impurezas. Se realizé intercambio de tampon usando columnas PD-10 (GE
Biosciences). Se realiz6 la SEC usando un purificador Akta (GE Biosciences) y los pesos moleculares se refieren a
estandares de proteinas. El caudal fue de 1 mililitro/minuto a través de una columna Superdex 200 GL 10/300 (GE
Biosciences).

Ejemplo ilustrativo 1

Este ejemplo describe una divulgaciéon de un procedimiento para preparar poliacrilamida-hidracida, como se divulga
originalmente en la solicitud de patente EE. UU. n.° 11/018.897. Se mezclo poliacrilamida (1 mmol, 20 ml, solucion al
50 % en peso, Sigma-Aldrich) con agua destilada (10 ml) y monohidrato de hidracina (20 ml, 420 mmol, Sigma-Aldrich)
en un matraz de fondo redondo de 100 ml equipado con un condensador. Se sometié a microondas la mezcla de
reaccion en una unidad CEM Discovery durante 60 minutos. Después de enfriar a temperatura ambiente, se afiadid
un volumen igual de metanol a la mezcla de reaccién para inducir la precipitacion. Se centrifugd la mezcla resultante
y se decantd. Se tomo el residuo en agua desionizada (50 ml) y se repitié el procedimiento de precipitacion un total
de tres veces. Se disolvié el residuo final en agua desionizada y se liofilizé para dar un polvo higroscopico blanco fino.

Ejemplo ilustrativo 2

Este ejemplo describe una divulgacion de un procedimiento para sintetizar un anticuerpo haptenilado especifico de
Fc, como se ilustra en la FIG. 1. A una solucién de anticuerpo policlonal (1,5 ml, 3,0 mg/ml) se le afiadié peryodato de
sodio (0,5 ml, 10 mg/ml en agua desionizada) para una concentraciéon de peryodato final de 11,7 mM. Se hizo girar la
solucién de reaccion durante dos horas antes de desalar con una columna PD-10 (acetato de sodio 0,1 M, NaCl
0,15 M, pH = 5,5) para retirar el peryodato sin reaccionar. Se afiadié hapteno-dPEGx-hidracida en un exceso molar de
500 veces al anticuerpo oxidado seguido de cianoborohidruro de sodio (3,14 mg, 50 umol) y se incubd la reaccién
durante un periodo de 18 horas. La cromatografia de exclusion por tamafio (NasPO4 0,1 M, NaCl 0,15 M, pH = 7,5)
dio el anticuerpo haptenilado purificado. Se calculé el numero de DNP (g3s0 = 18.200 M- cm™™; 280 = 6.500 M- cm-")
por anticuerpo usando medidas de UV-Vis, mientras que se midié el numero de biotina accesible por anticuerpo
usando un ensayo HABA disponible de Sigma-Aldrich.

Ejemplo ilustrativo 3

Este ejemplo ilustrativo describe una divulgacion de un procedimiento para sintetizar un conjugado de IgG
polihaptenilado como se ilustra en la FIG. 2.

A. Sintesis de Ab PAH especifico de Fc

A una solucion de anticuerpo policlonal (1,5 ml, 3,0 mg/ml) se le afiadié peryodato de sodio (0,5 ml, 10 mg/ml en agua
desionizada) para una concentracién de peryodato final de 11,7 mM. Se hizo girar la solucién de reaccion durante dos
horas antes de desalar con una columna PD-10 (fosfato de sodio 0,1 M, NaCl 0,15 M, pH = 7,5) para retirar el
peryodato sin reaccionar. Se afadié conector de poliacrilamida-hidracida en un exceso molar de 50 veces al
anticuerpo junto con cianoborohidruro de sodio (3,14 mg, 50 umol) y se incubd la reaccion durante un periodo de 18
horas. La SEC (acetato de sodio 0,1 M, pH 5,0) proporcioné el conjugado anticuerpo-PAH purificado.

B. Sintesis del anticuerpo polihaptenilado
A una solucion de PAH-IgG (2,0 ml, 0,53 mg/ml) se le afiadié NHS-dPEGx-hapteno (exceso de 50 veces) y se incubd
la reaccién durante un periodo de 18 horas. La SEC (fosfato de sodio 0,1 M, NaCl 0,15 M, pH = 7,5) dio como resultado
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el anticuerpo polihaptenilado purificado. Se calculd el nimero de haptenos por anticuerpo usando medidas de UV-Vis,
mientras que se midid el niumero de biotina accesible por anticuerpo usando un ensayo HABA disponible de Sigma-
Aldrich.

Ejemplo ilustrativo 4

Este ejemplo describe una divulgacion de un procedimiento para sintetizar un conjugado anticuerpo-poliacrilamida-
hidracida especifico de Fc como se ilustra en general en la FIG. 2. Se incub6 una solucién de un anticuerpo policlonal
(0,8 ml de 1,0 mg/ml) con una solucién acuosa 100 mM de peryodato de sodio (0,2 ml) durante dos horas a
temperatura ambiente. Se intercambi6 el tampoén de la solucion pasando a través de una columna de G-25 (GE
Lifesciences, columna PD-10) usando ABS (acetato de sodio 0,10 M, NaCl 0,15 M, pH 5,5). Se afiadi6 PAH al Ab
oxidado usando un exceso molar de 50 veces al Ab y se incubd a temperatura ambiente durante una hora. Se afadio
cianoborohidruro de sodio (exceso molar de 50) y se incubd durante 18 horas a temperatura ambiente. Se purifico el
PAH-Ab en una columna de exclusién por tamafio usando ABS (acetato 0,10 M, NaCl 0,15 M, pH 5,5). Se afiadio
NHS-dPEGx-hapteno (exceso molar de 10-100x) y se incubd la reaccion durante un periodo de 18 horas. La SEC
(fosfato de sodio 0,1 M, NaCl 0,15 M, pH = 7,5) dio como resultado el anticuerpo polihaptenilado purificado. Se calculd
el nimero de haptenos por anticuerpo usando medidas de UV-Vis, mientras que se midié el numero de biotina
accesible por anticuerpo usando un ensayo HABA disponible de Sigma-Aldrich. EI nimero de haptenos fue menor
que los conjugados en el ejemplo 3, pero mayor que en el ejemplo 2.

Ejemplo ilustrativo 5

Este ejemplo describe una divulgacion de un procedimiento para sintetizar un conjugado anticuerpo-poliacrilamida-
hidracida marcado con nitropirazol como se ilustra en general en la FIG. 2. Se incubd el conjugado anticuerpo-
poliacrilamida-hidracida purificado en ABS (acetato de sodio 0,10 M, NaCl 0,15 M, pH 5,5) con un exceso molar de 20
veces de nitropirazol-dPEGs-NHS durante 18 horas. Se purificé la mezcla por cromatografia de exclusion por tamafio
usando PBS (fosfato de sodio 0,10 M, NaCl 0,15 M, pH 7,2) para producir poli-nitropirazol-PAH-Ab. Se determiné el
numero de nitropirazoles por PAH-Ab por medidas de UV-Vis.

Ejemplo ilustrativo 6

Este ejemplo describe una divulgacion de un procedimiento para sintetizar un conjugado anticuerpo-poliacrilamida-
hidracida marcado con benzofurazano como se ilustra en general en la FIG. 2. Se incubd el conjugado anticuerpo-
poliacrilamida-hidracida purificado en ABS (acetato de sodio 0,10 M, NaCl 0,15 M, pH 5,5) con exceso molar de 20
veces de benzofurazano-dPEGs-NHS durante 18 horas. Se purificé la mezcla por cromatografia de exclusion por
tamano usando PBS (fosfato de sodio 0,10 M, NaCl 0,15 M, pH 7,2) para producir poli-benzofurazano-PAH-Ab. Se
determino el numero de benzofurazanos por PAH-Ab por medidas de UV-Vis.

Ejemplo ilustrativo 7

Este ejemplo describe una divulgaciéon de un procedimiento para sintetizar un conjugado anticuerpo-poliacrilamida-
hidracida marcado con dinitrofenilo como se ilustra en general en la FIG. 2. Se incubé el conjugado anticuerpo-
poliacrilamida-hidracida purificado en ABS (acetato de sodio 0,10 M, NaCl 0,15 M, pH 5,5) con un exceso molar de
100 veces de dinitrofenilo-dPEGs-NHS durante 18 horas. Se purifico la mezcla por cromatografia de exclusion por
tamafo usando PBS (fosfato de sodio 0,10 M, NaCl 0,15 M, pH 7,2) para producir poli-dinitrofenilo-PAH-Ab. Se
determino el numero de dinitrofenilos por PAH-Ab por medidas de UV-Vis.

Ejemplo ilustrativo 8

Este ejemplo describe una divulgacion de un procedimiento para sintetizar un conjugado anticuerpo-poliacrilamida-
hidracida marcado con tiazolsulfonamida como se ilustra en general en la FIG. 2. Se incubé el conjugado anticuerpo-
poliacrilamida-hidracida purificado en ABS (acetato de sodio 0,10 M, NaCl 0,15 M, pH 5,5) con un exceso molar de 20
veces de tiazolsulfonamida-dPEGs-NHS durante 18 horas. Se purifico la mezcla por cromatografia de exclusion por
tamafo usando PBS (fosfato de sodio 0,10 M, NaCl 0,15 M, pH 7,2) para producir poli-tiazolsulfonamida-PAH-Ab. Se
determind el numero de tiazolsulfonamidas por PAH-Ab por medidas de UV-Vis.

Ejemplo ilustrativo 9

Este ejemplo se refiere a la deteccion de epitopos tisulares, en particular Ki-67 en amigdala, usando puntos cuanticos
para reconocer un anticuerpo secundario conjugado con un polimero polihaptenilado. El siguiente es el procedimiento
adaptado del instrumento Ventana Benchmark. Se calentd el tejido recubierto de parafina en el portaobjetos hasta
75 °C durante 4 minutos y se tratd dos veces con ajuste de volumen EZPrep (VMSI) a 75 °C antes de la aplicacién
del cubreobjetos liquido (VMSI) con ajuste de volumen EZPrep. Después de 4 minutos a 75 °C, se aclaro el
portaobjetos y se afiadio ajuste de volumen EZPrep junto con cubreobjetos liquido para desparafinar el tejido a 76 °C
durante 4 minutos. Se enfrid el portaobjetos hasta 40 °C y se aclaré tres veces antes de la adiciéon de un anticuerpo
anti-Ki67 de raton (100 ul, VMSI) seguido de cubreobjetos liquido e incubacién a 40 °C durante 16 minutos. Después
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de aclarar el portaobjetos, se trato el tejido con un anticuerpo biotinilado anti-PAH de ratén caprino (100 pl) seguido
de cubreobjetos liquido e incubacién a 40 °C durante 8 minutos. Se aclard el portaobjetos dos veces con tampén
seguido de la aplicacién de cubreobjetos liquido y la adicién de 655 nm de conjugado QDot-SA (100 ul, 20 nmol) e
incubacién a 37 °C durante 16 minutos. Se aclard el portaobjetos tres veces con tampoén y se traté con un lavado con
detergente antes de la aplicacion manual de un cubreobjetos en el portaobjetos, después de esto se vio el portaobjetos
a través de un microscopio. Las FIGS. 3-6 ilustran resultados de tincion obtenidos de acuerdo con este ejemplo,
ilustrando las FIGS. 5 y 6 resultados de tincion obtenidos usando una dilucion de 10 veces del anticuerpo primario.

Ejemplo ilustrativo 10

Este ejemplo ilustra la evaluacién de anti-lambda en amigdala usando puntos cuanticos conjugados directamente con
anticuerpos antihapteno secundarios como se ilustra en general en la FIG. 7. El procedimiento es una adaptacion del
protocolo de tincion automatizado del instrumento Ventana Benchmark. Se calento el tejido recubierto de parafina en
el portaobjetos hasta 75 °C durante 8 minutos y se traté dos veces con EZPrep, se ajusto el volumen (VMSI) a 75 °C
antes de la aplicacion del cubreobjetos liquido (VMSI). Después de dos tiempos de incubacion de 8 minutos a 75 °C,
se aclard el portaobjetos y se ajustd el volumen de EZPrep, seguido de cubreobjetos liquido para desparafinar el
tejido. Se enfrid el portaobjetos hasta 37 °C, se incub6 durante 2 minutos y se aclaré una vez con tampén de reaccion.
A continuacién se tratd el portaobjetos con acondicionador celular dos veces, seguido de cubreobjetos liquido. Se
calienta el portaobjetos hasta 95 °C durante 8 minutos, seguido de cubreobjetos, a continuacion se calienta hasta
100 °C durante 4 minutos, seguido de cubreobjetos. "Aplicar acondicionador celular, incubar durante 4 minutos, aplicar
cubreobjetos", se repitio este procedimiento de incubacién con acondicionador celular 9 veces a 100 °C. Se enfri6 el
portaobjetos durante 8 minutos, se aclaré con tampoén de reaccion, se ajustd el volumen, seguido de cubreobjetos
liquido. Se calienta el portaobjetos hasta 37 °C durante 2 minutos y se aclara dos veces antes de la adicion del
conjugado primario (anti-Lambda-PAH-dPEGs-hapteno, 100 ul, VMSI) seguido de cubreobjetos liquido e incubacién a
37 °C durante 32 minutos. Se aclar6 el portaobjetos dos veces con tampon de reaccién seguido de la aplicacion de
cubreobjetos liquido y la adicién del conjugado punto cuantico-Ab antihapteno apropiado (100 pl, 20-50 nmol) y se
incubd a 37 °C durante 32 minutos. Se aclar6 el portaobjetos dos veces con tampon seguido de cubreobjetos liquido.
Se retira el portaobjetos del instrumento y se trata con un lavado de detergente antes de la aplicacion manual de un
cubreobjetos. Se capturd la imagen del portaobjetos usando una camara de obtencion de imagenes CRI en un
microscopio fluorescente con un filtro de paso largo y un programa informatico de potenciacion de imagen (Acquity).
Las FIGS. 8-11 ilustran resultados de tincion obtenidos de acuerdo con este ejemplo.

Ejemplo ilustrativo 11

Este ejemplo se refiere a la evaluacion de conjugados multiméricos de fosfatasa alcalina-anticuerpo, en particular VPH
en diferentes tejidos usando conjugados Fc-hidracida-dPEGx-hapteno seguido de deteccion de AP-IgG como se
representa en la FIG. 12. El siguiente es un procedimiento adaptado del instrumento Ventana Benchmark: se calenté
el tejido recubierto de parafina en el portaobjetos hasta 75 °C durante 4 minutos y se traté dos veces con ajuste de
volumen EZPrep (VMSI) a 75 °C antes de la aplicacién del cubreobjetos liquido (VMSI) con ajuste de volumen EZPrep.
Después de 4 minutos a 75 °C, se aclaro el portaobjetos y se afiadié ajuste de volumen EZPrep junto con cubreobjetos
liquido para desparafinar el tejido a 76 °C durante 4 minutos. Se afiadio acondicionador celular n.° 2 (VMSI), se calenté
el portaobjetos hasta 90 °C y se incubd durante 8 minutos. Esto se siguié de otra aplicacion de acondicionador celular
n.° 2 e incubacién a 90 °C durante 12 minutos. Se aclaré el portaobjetos con tampén de reaccion (VMSI), se enfrid
hasta 37 °C y se afadié ISH-proteasa 3 (100 ul, VMSI). Después de una incubacién de 4 minutos, se aclaro el
portaobjetos tres veces antes de la aplicacion de iView+ HybReady (200 ul, VMSI) que se incubd durante 4 minutos.
La adicion de la sonda VPH HR (200 ul de VMSI) se siguié de una incubacion de 4 minutos a 37 °C, 12 minutos a
95 °C y 124 minutos a 52 °C. A continuacioén se aclaré el portaobjetos dos veces y se calentd hasta 72 °C. Se repitid
esta Ultima etapa dos veces mas antes de enfriar el portaobjetos hasta 37 °C y afadir iView + anti-DNP (100 pl, VMSI).
Se incubd el anticuerpo primario durante 20 minutos y a continuacion se aclaré el portaobjetos dos veces antes de la
adicion manual de la poliacrilamida-hidracida-anticuerpo secundario biotinilado (anti-lgG de conejo caprino, 100 pl,
10 pyg/ml). Se produjo incubacién del anticuerpo secundario durante 20 minutos y el portaobjetos dos veces. A
continuacién se aplico el anticuerpo antihapteno (100 ul) y se produjo incubacion durante otros 20 minutos. Después
de dos etapas mas de aclarado, se aplicé el conjugado anti-AP de conejo caprino (100 ul, 6 pg/ml) y se incubé durante
8 minutos. Cuatro etapas de aclarado mas se siguieron de la aplicacion de iView+ Enhancer (100 ul, VMSI), que se
siguié de incubacion durante 4 minutos y aplicacion tanto de iView+ NBT (100 pl, VMSI) como de iView+ BCIP (100 l,
VMSI). A continuacion se incubd el portaobjetos durante un periodo de 24 minutos, se aclaré tres veces y se anadio
contratincion NFR (100 pl, VMSI). Después de la incubacién con la contratincion durante 4 minutos, se aclaré el
portaobjetos tres veces mas y se retiré del instrumento. Se traté el portaobjetos con un lavado de detergente antes de
la deshidratacion con etanol, acetona y xileno y la posterior aplicacion de un cubreobjetos en el portaobjetos, después
de esto se vio el portaobjetos a través de un microscopio.

Ejemplo ilustrativo 12
Este ejemplo se refiere a la evaluacidon de conjugados multiméricos anticuerpo-peroxidasa de rabano picante, en

particular la evaluacion del VPH en diferentes tejidos usando biotina-hidracida conjugada con Fc o poliacrilamida-
hidracida biotinilada para la deteccion de SISH como se representa en la FIG. 13. El siguiente es un procedimiento
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adaptado del instrumento Ventana Benchmark: se calentd el tejido recubierto de parafina en el portaobjetos hasta
75 °C durante 4 minutos y se traté dos veces con ajuste de volumen EZPrep (VMSI) a 75 °C antes de la aplicacién
del cubreobjetos liquido (VMSI) con ajuste de volumen EZPrep. Después de 4 minutos a 75 °C, se aclaro el
portaobjetos y se afiadio ajuste de volumen EZPrep junto con cubreobjetos liquido para desparafinar el tejido a 76 °C
durante 4 minutos. Se afiadié acondicionador celular n.° 2 (VMSI), se calent6 el portaobjetos hasta 90 °C y se incubd
durante 8 minutos. Esto se siguié de otra aplicacion de acondicionador celular n.° 2 e incubacién a 90 °C durante 12
minutos. Se aclaré el portaobjetos con tampén de reaccion (VMSI), se enfrié hasta 37 °C y se afadio ISH-proteasa 3
(100 pl, VMSI). Después de una incubacion de 4 minutos, se aclaro el portaobjetos tres veces antes de la aplicacion
de iView+ HybReady (100 pl, VMSI) que se incub6 durante 4 minutos. La adicién de la sonda VPH HR (200 pl de
VMSI) se sigui6 de una incubacion de 4 minutos a 37 °C, 12 minutos a 95 °C y 124 minutos a 52 °C. A continuacion
se aclar6 el portaobjetos dos veces y se calentd hasta 72°C. Se repitio esta ultima etapa dos veces mas antes de
enfriar el portaobjetos hasta 37 °C y afiadir iView + anti-DNP (100 ul, VMSI). Se incub6 el anticuerpo primario durante
20 minutos y a continuacién se aclaré el portaobjetos dos veces antes de la adicion manual de la poliacrilamida-
hidracida-anticuerpo secundario biotinilado (anti-IgG de conejo caprino, 100 pl, 10 ug/ml). Se produjo incubacion del
anticuerpo secundario durante 8 minutos y el portaobjetos dos veces. A continuacion se aplico el anticuerpo antibiotina
de conejo (100 pl) y se produjo incubacion durante otros 20 minutos. Después de dos etapas mas de aclarado, se
aplicé el multimero HRP (100 pl, 10 pg/ml) y se incubd durante 8 minutos. Cuatro etapas de aclarado mas se siguieron
de la aplicacion del Cromogeno A-SISH (100 pl VMSI) con una incubacion de 4 minutos, Cromégeno B-SISH (100 yl,
VMSI) con una incubacién de 4 minutos, y Cromégeno C-SISH (100 pl, VMSI) con una incubacién de 4 minutos. Se
aclar6é el portaobjetos tres veces y se afadid hematoxilina Il (100 ul, VMSI). Después de incubacion con la
contratincion durante 4 minutos, se aclar6 el portaobjetos y se aplico reactivo de tincién azul (100 ul, VMSI) y se incubd
durante 4 minutos. A continuacién se aclaré el portaobjetos tres veces mas y se retiré del instrumento. Se traté el
portaobjetos con un lavado de detergente antes de la deshidratacion con etanol, acetona y xileno y la posterior
aplicacion de un cubreobjetos en el portaobjetos, después de esto se vio el portaobjetos a través de un microscopio.
Las FIGS. 14-21 ilustran resultados de tincidon obtenidos de acuerdo con este ejemplo.

Ejemplo ilustrativo 13

Este ejemplo ilustra la deteccion multiplexada de anti-Kappa, CD34, CD45 y Ki-67 en amigdala con puntos cuanticos
como se representa en general en la FIG. 22. El procedimiento es una adaptacion del protocolo de tincién
automatizado del instrumento Ventana Benchmark. Se calento el tejido recubierto de parafina en el portaobjetos hasta
75 °C durante 8 minutos y se traté dos veces con EZPrep (VMSI), se ajusté el volumen a 75 °C antes de la aplicacion
del cubreobijetos liquido (VMSI). Después de dos tiempos de incubacion de 8 minutos a 75 °C, se aclaro el portaobjetos
y se ajusto el volumen de EZPrep, seguido de cubreobjetos liquido para desparafinar el tejido. Se enfrio el portaobjetos
hasta 37 °C, se incub6 durante 2 minutos y se aclard una vez con tampén de reaccién. A continuacion se trato el
portaobjetos con acondicionador celular dos veces, seguido de cubreobjetos liquido. Se calienta el portaobjetos hasta
95 °C durante 8 minutos, seguido de cubreobjetos, a continuacién se calienta hasta 100 °C durante 4 minutos, seguido
de cubreobjetos. "Aplicar acondicionador celular, incubar durante 4 minutos, aplicar cubreobjetos”, se repitié este
procedimiento de incubacién con acondicionador celular 9 veces a 100 °C. Se enfri6 el portaobjetos durante 8 minutos,
se aclaré con tampén de reaccion, se ajustoé el volumen, seguido de cubreobjetos liquido. Se calento el portaobjetos
hasta 37 °C durante 2 minutos y se aclaré dos veces antes de la adiciéon de los conjugados primarios (anti-Kappa-
PAH-dPEGs-dinitrofenilo, -CD34-PAH-dPEGs-nitropirazol, -CD45-PAH-dPEGs-tiosulfonamida y Ki-67-PAH-dPEGs-
benzofurano, 100 ul de cada uno, VMSI) seguido de cubreobjetos liquido e incubacién a 37 °C durante 32 minutos.
Se aclaro el portaobjetos dos veces con tampdn de reaccion y el coctel apropiado de conjugados punto cuantico-Ab
antihapteno (100 pl cada uno, 20-50 nmol) seguido de la aplicacién de cubreobjetos liquido y se incubo a 37 °C
durante 32 minutos. Se aclar6 el portaobjetos dos veces con tampoén seguido de cubreobjetos liquido. Se retira el
portaobjetos del instrumento y se trata con un lavado de detergente antes de la aplicacion manual de un cubreobjetos.
Se capturd la imagen del portaobjetos usando una camara de obtencidon de imagenes CRI en un microscopio
fluorescente con un filtro de paso largo y un programa informatico de potenciacion de imagen (Acquity). Las FIGS. 23-
26 ilustran resultados de tincion obtenidos de acuerdo con este ejemplo.

Ejemplo ilustrativo 14

Este ejemplo se refiere a la sintesis de dextrano-hidracida, dextrano-hidracinas, dextrano-aminas y dextrano-
guanidinas. Se disuelven dextrano-aldehidos (Pierce) de PM promedio 10.000, 20.000 o 40.000 que contienen entre
10 a 200 aldehidos en un tampén fosfato de pH 7,0.

Se afiaden los correspondientes bis-PEGx-amina, bis-hidracida PEGx-hidracida, bis-PEGx-hidracina o conector que
contiene guanidina, por ejemplo, aminoguanidina (Aldrich), como solucién tamponada de pH 7,0 en un exceso molar
muy grande (100x con contenido de aldehido como reactivo limitante en el transportador de dextrano).

Se agita la reaccion a temperatura ambiente durante 1-3 horas. Se afiade un gran exceso (300x del agente reductor,
por ejemplo, cianoborohidruro de sodio, Aldrich) como solucién acuosa de un embudo de adicion, durante un periodo
de 2 horas.

Se agitan durante la noche las soluciones de reaccion y a continuacion se dializan frente a agua varias veces,
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utilizando un tubo de didlisis apropiado que permitira la difusion de las moléculas de PM mas pequefio y reteniendo el
gran transportador derivado.

Se liofilizan las soluciones dializadas de los transportadores y se almacenan a 2-8 °C como polvos desecados. El
numero de aminas, hidracinas, guanidinas o hidracidas se puede cuantificar de acuerdo con los procedimientos
descritos en la literatura.

En vista de los muchos aspectos posibles de la presente divulgacion a los que se pueden aplicar los principios de la
divulgacion, se debe reconocer que los aspectos ilustrados de la presente divulgacion son solo ejemplos preferentes
de la divulgaciéon y no se deben tomar como limitantes del alcance de la divulgacion. Mas bien, el alcance de la
divulgacion se define por las siguientes reivindicaciones.

Ejemplo 15

Este ejemplo describe un modo de realizacién de un procedimiento para preparar polivinilpirrolidona-hidracida (PVPH).
Se mezclo polivinilpirrolidona (1 mmol, 20 ml, solucién al 50 % en peso, Sigma-Aldrich) con monohidrato de hidracina
(50 ml, 1,0 mol, Sigma-Aldrich) en un matraz de fondo redondo de 100 ml equipado con un condensador. Se sometio
a microondas la mezcla de reaccion en una unidad CEM Discovery durante 60 minutos a 120 °C a diversas potencias
(100 W, 200 W, 300 W). Se redujo la reaccién al vacio hasta una espuma blanquecina. Se tomé el residuo en una
cantidad minima de agua DI y se mezclé con un volumen grande de tetrahidrofurano (THF) para inducir la
precipitacion. Se centrifugd la mezcla resultante y se decantd. Se tomo el residuo en una cantidad minima de agua
desionizada y se repitid el procedimiento de precipitaciéon con THF un total de tres veces. Se disolvié el residuo final
en agua desionizada y se liofilizé para dar un polvo higroscopico blanquecino fino.
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Ejemplo ilustrativo 16

Este ejemplo describe una divulgacion de un procedimiento para preparar poli(isobutileno-co-maleico)-hidracida
(PIBMH). Se mezclé poli(isobutileno-co-anhidrido maleico) (7,1 mmol, 1,09 g, Sigma-Aldrich) con monohidrato de
hidracina (7,0 ml, 144 mmol, Sigma-Aldrich) en un tubo de microondas CEM de 10 ml. Se sometié a microondas la
mezcla de reaccion en una unidad CEM Discovery durante 60 minutos a 120 °C a 300 W. Se redujo la reaccién al
vacio hasta una espuma blanquecina. Se tomé el residuo en una cantidad minima de agua DI y se mezcl6 con un
volumen grande de etanol para inducir la precipitacion. Se centrifugé la mezcla resultante y se decanté. Se tomo el
residuo en una cantidad minima de agua desionizada y se repitio el procedimiento de precipitacion con etanol un total
de tres veces. Se disolvio el residuo final en agua desionizada y se liofilizé para dar un polvo higroscépico blanquecino
fino.

H;C\ Jr}:HJ H 5'3\ }F’*e H.&c_\ ICH;-.
—1—CH,—(C NH:NH:  ——on—¢ oH,—C
A~ T | A ] | e
o 3 o] PM o " 0
oH MH
=2 - m = b1 hllH? TR

Ejemplo ilustrativo 17

Este ejemplo describe una divulgacién de un procedimiento para preparar poli(acido acrilico)-hidracida (PAAH). Se
diluyé poli(acido acrilico) (9,57 mmol, 2,00 g, solucion al 45 % en peso en agua, Sigma-Aldrich) con 40 ml de agua DI
y se hizo reaccionar con carbazato de t-butilo (9,57 mmol, 1,24 g, Sigma-Aldrich) y EDAC (19,1 mmol, 3,66 g) a
temperatura ambiente durante 14 horas. Se ajusté el pH de la mezcla de reaccion hasta <3 por adicidn gota a gota de
HCI 1 M para inducir la precipitacion del polimero. Se filtré el precipitado de polimero, se lavé con agua DI y se seco
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al vacio para producir 846 mg de material. Se agitd el polimero protegido con BOC en acido trifluoroacético (8 ml)
hasta que se disolvid6 completamente durante una hora y se retiré el TFA al vacio. Se retiré el TFA residual por
destilacion azeotrdpica con tolueno, seguido de cloruro de metileno, y se sec6 ademas a presion reducida para dar
720 mg de un sdlido blanco.

H
—T—CH,—C ——EHz—E GHZ—E——
)\ 1. EDAC, BOC-NHNH, )\ )\
o
O oH > TEA o OH o ;NH
L * = Jyx L HEN =y

Ejemplo ilustrativo 18

Este ejemplo describe el procedimiento para determinar los equivalentes molares de los grupos hidracida reactivos
por polimero por fluorescencia. Se generd una curva estandar haciendo reaccionar seis concentraciones (0,1 a
0,8 mM) de acetilhidracida con fluorescamina en PBS, pH 7,5 y representando la fluorescencia (A360/E460) frente a
la concentracion. El valor de R? fue de 0,994 para la curva estandar.

Se usaron poliacrilamida, poli(isobutileno-co-anhidrido maleico), polivinilpirrolidona y poli(acido acrilico) como
controles negativos para la incorporacion de hidracida en poliacrilamida-hidracida, polivinilpirrolidona-hidracida,
poli(isobutileno-co-maleico)-hidracida y poli(acido acrilico)-hidracida como se sintetizan a partir de los ejemplos 1, 15,
16 y 17, respectivamente. Se disolvié cada polimero en PBS, pH 7,5 a una concentracién conocida, se hizo reaccionar
con fluorescamina y se midio la fluorescencia a 460 nm. Se calcul6 el numero de hidracidas reactivas en comparacion
con la curva estandar y se ajusté para el peso molecular promedio de los polimeros individuales.

La incorporacién de hidracida fue la mas alta para la poliacrilamida, pero poli(isobutileno-co-anhidrido maleico) y
polivinilpirrolidona produjeron polimero funcionalizado. El uso de energia de microondas adicional no parecio
incrementar significativamente la funcionalizaciéon de hidracida como se muestra en la tabla 2. La incorporacién no
mediada por microondas de hidracina en poli(acido acrilico) produjo una incorporaciéon de hidracida mayor que con
poli(isobutileno-co-anhidrido maleico) o bien polivinilpirrolidona, pero una incorporacién menor que con poliacrilamida.

Tabla 1

Incorporacion de hidracida en polimero

Polimero Equivalentes molares de hidracidas
Poliacrilamida 0,0
Poliacrilamida-hidracida 76
Poli(isobutileno-co-anhidrido maleico) 0,0
Poli(isobutileno-co-maleico)-hidracida 38
Polivinilpirrolidona 4,7
Polivinilpirrolidona-hidracida 30
Poli(acido acrilico) 0,0
Poli(acido acrilico)-hidracida 53

Tabla 2

Incorporacién de hidracida en polimero por energia de microondas

Polimero Equivalentes molares de hidracidas
Polivinilpirrolidona 4.7
Polivinilpirrolidona-hidracida (100 W) 33
Polivinilpirrolidona-hidracida (200 W) 34
Polivinilpirrolidona-hidracida (300 W) 30

Ejemplo 19

Este ejemplo describe un modo de realizacién de un procedimiento para sintetizar un conjugado anticuerpo-
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polivinilpirrolidona-hidracida (PVPH-Ab) especifico de Fc como se ilustra en general en la FIG. 2. Se incub6 una
solucién de un anticuerpo policlonal (0,8 ml de 1,0 mg/ml) con una solucion acuosa 100 mM de peryodato de sodio
(0,2 ml) durante dos horas a temperatura ambiente. Se intercambio el tampon de la solucion pasando a través de una
columna de G-25 (GE Lifesciences, columna PD-10) usando ABS (acetato 0,10 M, NaCl 0,15 M, pH 5,5). Se afadié
PVPH al Ab oxidado usando un exceso molar de 50 veces al Ab y se incub6 a temperatura ambiente durante la noche.
Se purifico el PVPH-Ab en una columna de exclusion por tamafio usando ABS (acetato 0,10 M, NaCl 0,15 M, pH 5,5).
Se afiadio NHS-dPEGs-DNP (exceso molar de 50x) y se incubd la reaccion durante un periodo de 18 horas. La SEC
(fosfato 0,1 M, NaCl 0,15 M, pH = 7,5) dio como resultado el anticuerpo polihaptenilado purificado. Se calcul6 el
numero de haptenos por anticuerpo usando medidas de UV-Vis.

Ejemplo ilustrativo 20

Este ejemplo describe una divulgacion de un procedimiento para sintetizar un conjugado anticuerpo-poli(isobutileno-
co-maleico)-hidracida (PIBM-Ab) especifico de Fc quimioselectivo como se ilustra en general en la FIG. 2. Se incubo
una solucién de un anticuerpo policlonal (0,8 ml de 1,0 mg/ml) con una solucién acuosa 100 mM de peryodato de
sodio (0,2 ml) durante dos horas a temperatura ambiente. Se intercambié el tampén de la solucion pasando a través
de una columna de G-25 (GE Lifesciences, columna PD-10) usando ABS (acetato 0,10 M, NaCl 0,15 M, pH 5,5). Se
afiadié PVPH al Ab oxidado usando un exceso molar de 50 veces al Ab y se incub6 a temperatura ambiente durante
la noche. Se purificé el PIBMH-Ab en una columna de exclusién por tamafio usando ABS (acetato 0,10 M, NaCl
0,15 M, pH 5,5). Se anadio NHS-dPEGs-DNP (exceso molar de 50x) y se incubd la reaccion durante un periodo de 18
horas. La SEC (fosfato 0,1 M, NaCl 0,15 M, pH = 7,5) dio como resultado el anticuerpo polihaptenilado purificado. Se
calculé el numero de haptenos por anticuerpo usando medidas de UV-Vis.

Ejemplo ilustrativo 21

Este ejemplo describe una divulgacion de un procedimiento para sintetizar un conjugado anticuerpo-poli(acido
acrilico)-hidracida (PAAH-Ab) especifico de Fc quimioselectivo como se ilustra en general en la FIG. 2. Se incub6 una
solucion de un anticuerpo policlonal (0,8 ml de 1,0 mg/ml) con una solucién acuosa 100 mM de peryodato de sodio
(0,2 ml) durante dos horas a temperatura ambiente. Se intercambio el tampodn de la solucion pasando a través de una
columna de G-25 (GE Lifesciences, columna PD-10) usando ABS (acetato 0,10 M, NaCl 0,15 M, pH 5,5). Se afadié
PAAH al Ab oxidado usando un exceso molar de 50 veces al Ab y se incubé a temperatura ambiente durante la noche.
Se purificé el PAAH-Ab en una columna de exclusién por tamafio usando ABS (acetato 0,10 M, NaCl 0,15 M, pH 5,5).
Se afiadio NHS-dPEGs-DNP (exceso molar de 50x) y se incubd la reaccién durante un periodo de 18 horas. La SEC
(fosfato 0,1 M, NaCl 0,15 M, pH = 7,5) dio como resultado el anticuerpo polihaptenilado purificado. Se calculé el
numero de haptenos por anticuerpo usando medidas de UV-Vis.

Ejemplo ilustrativo 22

Este ejemplo se refiere a la deteccion de epitopos tisulares, en particular Ki-67 en amigdala, usando tincion
cromogénica (es decir, deposito mediado por HRP de DAB) o bien puntos cuanticos para reconocer un anticuerpo
conjugado con un polimero polihaptenilado. El siguiente es el procedimiento adaptado del instrumento Ventana
Benchmark. Se calenté el tejido recubierto de parafina en el portaobjetos hasta 75 °C durante 4 minutos y se tratd dos
veces con ajuste de volumen EZPrep (VMSI) a 75 °C antes de la aplicacion del cubreobjetos liquido (VMSI) con ajuste
de volumen EZPrep. Después de 4 minutos a 75 °C, se aclaro el portaobjetos y se afiadio ajuste de volumen EZPrep
junto con cubreobjetos liquido para desparafinar el tejido a 76 °C durante 4 minutos. Se enfrié el portaobjetos hasta
40 °C y se aclar¢ tres veces antes de la adicidon de un anticuerpo anti-Ki67 de raton (100 ul, VMSI) seguido de
cubreobijetos liquido e incubacién a 40 °C durante 16 minutos. Después de aclarar el portaobjetos, se trato el tejido
con un anticuerpo anti-PVPH-DNP de ratén caprino (100 ul) seguido de cubreobjetos liquido e incubacién a 40 °C
durante 8 minutos. Se aclaré el portaobjetos dos veces con tampdn seguido de la aplicaciéon de cubreobjetos liquido
y la adicion de 655 nm de conjugado MAb QDot:anti-DNP (100 pl, 20 nmol) e incubacién a 37 °C durante 16 minutos.
Se aclaré el portaobjetos tres veces con tampén y se traté con un lavado con detergente antes de la aplicacién manual
de un cubreobjetos en el portaobjetos, después de esto se vio el portaobjetos a través de un microscopio. Las FIGS.
27 y 28 ilustran resultados de tincidon obtenidos de acuerdo con este ejemplo.

Ejemplo ilustrativo 23

Este ejemplo se refiere a la deteccion de epitopos tisulares, en particular Ki-67 en amigdala, usando tincion
cromogénica (es decir, depdsito mediado por HRP de DAB) o bien puntos cuanticos para reconocer un anticuerpo
conjugado con un polimero polihaptenilado. El siguiente es el procedimiento adaptado del instrumento Ventana
Benchmark. Se calento el tejido recubierto de parafina en el portaobjetos hasta 75 °C durante 4 minutos y se traté dos
veces con ajuste de volumen EZPrep (VMSI) a 75 °C antes de la aplicacion del cubreobjetos liquido (VMSI) con ajuste
de volumen EZPrep. Después de 4 minutos a 75 °C, se aclaro el portaobjetos y se afiadio ajuste de volumen EZPrep
junto con cubreobjetos liquido para desparafinar el tejido a 76 °C durante 4 minutos. Se enfrié el portaobjetos hasta
40 °C y se aclaré tres veces antes de la adicidon de un anticuerpo anti-Ki67 de raton (100 ul, VMSI) seguido de
cubreobijetos liquido e incubacién a 40 °C durante 16 minutos. Después de aclarar el portaobjetos, se traté el tejido
con un anticuerpo anti-PIBMH-DNP de ratén caprino (100 pl) seguido de cubreobjetos liquido e incubacion a 40 °C
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durante 8 minutos. Se aclaro el portaobjetos dos veces con tampdn seguido de la aplicacion de cubreobjetos liquido
y la adicion de 655 nm de conjugado MAb QDot:anti-DNP (100 pl, 20 nmol) e incubacion a 37 °C durante 16 minutos.
Se aclaré el portaobjetos tres veces con tampén y se tratdé con un lavado con detergente antes de la aplicacion manual
de un cubreobjetos en el portaobjetos, después de esto se vio el portaobjetos a través de un microscopio. Las FIGS.
29y 30 ilustran resultados de tincién obtenidos de acuerdo con este ejemplo.

Ejemplo ilustrativo 24

Este ejemplo se refiere a la deteccion de epitopos tisulares, en particular Ki-67 en amigdala, usando tincion
cromogénica (es decir, deposito mediado por HRP de DAB) o bien puntos cuanticos para reconocer un anticuerpo
conjugado con un polimero polihaptenilado. El siguiente es el procedimiento adaptado del instrumento Ventana
Benchmark. Se calento el tejido recubierto de parafina en el portaobjetos hasta 75 °C durante 4 minutos y se traté dos
veces con ajuste de volumen EZPrep (VMSI) a 75 °C antes de la aplicacion del cubreobjetos liquido (VMSI) con ajuste
de volumen EZPrep. Después de 4 minutos a 75 °C, se aclaro el portaobjetos y se afiadio ajuste de volumen EZPrep
junto con cubreobjetos liquido para desparafinar el tejido a 76 °C durante 4 minutos. Se enfrié el portaobjetos hasta
40 °C y se aclaro tres veces antes de la adicién de un anticuerpo anti-Ki67 de raton (100 ul, VMSI) seguido de
cubreobjetos liquido e incubacién a 40 °C durante 16 minutos. Después de aclarar el portaobjetos, se traté el tejido
con un anticuerpo anti-PAAH-DNP de raton caprino (100 pl) seguido de cubreobjetos liquido e incubacion a 40 °C
durante 8 minutos. Se aclaro el portaobjetos dos veces con tampdn seguido de la aplicacion de cubreobjetos liquido
y la adiciéon de 655 nm de conjugado MAb QDot:anti-DNP (100 ul, 20 nmol) e incubacion a 37 °C durante 16 minutos.
Se aclaré el portaobjetos tres veces con tampén y se tratdé con un lavado con detergente antes de la aplicacion manual
de un cubreobjetos en el portaobjetos, después de esto se vio el portaobjetos a través de un microscopio. Las FIGS.
31 y 32 ilustran resultados de tincién obtenidos de acuerdo con este ejemplo.

La presente solicitud se ha descrito con referencia a determinados aspectos particulares de la presente divulgacion.
Un experto en la técnica apreciara que el alcance de la divulgacién no se limita a esos aspectos particulares.

59



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2731432713

REIVINDICACIONES

Un conjugado, que comprende un anticuerpo, que tiene una porcion Fc oxidada para crear un grupo funcional
reactivo hidracida, unido covalentemente a un marcador detectable a través de un grupo funcional reactivo
proporcionado por un transportador polimérico, comprendiendo el transportador polimérico una porcion
polimérica que incluye varios grupos funcionales reactivos seleccionados de hidracinas, hidracidas, derivados
de hidracina, derivados de hidracida, guanidinas, aminoguanidinas, hidroxilaminas, o combinaciones de los
mismos;

en el que el marcador detectable es una enzima o un hapteno, o una combinacion de los mismos;

y

en el que el transportador polimérico se acopla a la porcion Fc oxidada del anticuerpo,

y en el que el transportador polimérico comprende una porcién polimérica seleccionada de polivinilpirrolidonas.

El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 1 donde el transportador polimérico es polivinilpirrolidona-
hidracida.

El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 1 donde el marcador detectable es un hapteno, opcionalmente
donde varios haptenos diferentes se acoplan al transportador polimérico, en particular donde el hapteno se
acopla al anticuerpo a través de un grupo funcional reactivo del transportador polimérico usando un
transportador NHS-PEG, o combinaciones de los mismos, opcionalmente donde el marcador detectable es

(@)un hapteno seleccionado de di-nitrofenilo, biotina, digoxigenina, fluoresceina, rodamina,
bromodesoxiuridina, inmunoglobulina de ratén, o combinaciones de los mismos; o

(b) un hapteno seleccionado de oxazoles, pirazoles, tiazoles, benzofurazanos, triterpenos, ureas, tioureas,
nitroarilos distintos de dinitrofenilo, rotenoides, cumarinas, ciclolignanos, heterobiarilos, azoarilos,
benzodiazepinas, 0 combinaciones de los mismos.

El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 1 que comprende un conjugado polihaptenilado.

Un procedimiento para formar un conjugado de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente, que
comprende:

acoplar un anticuerpo que tiene una porcion Fc oxidada a un marcador detectable a través de un grupo
funcional reactivo seleccionado de hidracinas, hidracidas, derivados de hidracina, derivados de hidracida,
guanidinas, aminoguanidinas, hidroxilaminas, o combinaciones de los mismos proporcionado por un
transportador polimérico comprendiendo el transportador polimérico una porcién polimérica que incluye varios
grupos funcionales reactivos; y

acoplar el transportador polimérico a la porcion Fc oxidada del anticuerpo;

en el que el marcador detectable es una enzima o un hapteno, o una combinacién de los mismos.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 5, que comprende:

(a) formar un primer compuesto acoplando el anticuerpo a al menos una porcioén de los grupos funcionales
reactivos; y

acoplar al menos una porcién de los grupos funcionales reactivos restantes del primer compuesto al marcador
detectable, o

(b) formar un primer compuesto acoplando el marcador detectable a al menos una porciéon de los grupos
funcionales reactivos; y

acoplar al menos una porcién de los grupos funcionales reactivos restantes del primer compuesto al anticuerpo.
El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 5, que comprende acoplar el transportador polimérico a la
porcion Fc del anticuerpo a través de los grupos funcionales hidracida reactivos, opcionalmente que comprende
ademas activar el anticuerpo para la reaccion con los grupos funcionales reactivos, que comprende
opcionalmente ademas modificar quimicamente una porcién glucosilada del anticuerpo.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 5 donde el marcador detectable es un hapteno acoplado al
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anticuerpo a través de los grupos funcionales reactivos usando un transportador NHS-PEG.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 5 que comprende ademas hacer reaccionar una tercera
molécula con al menos uno de los grupos funcionales reactivos.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 5, que comprende:
oxidar una porcién Fc de un anticuerpo para formar una porcién Fc oxidada;

acoplar el transportador polimérico a la porcidon Fc oxidada del anticuerpo a través de al menos un grupo
funcional hidracida reactivo para formar un primer compuesto; y

acoplar el primer compuesto a al menos un hapteno a través de un grupo funcional hidracida reactivo para
formar un segundo compuesto, opcionalmente donde el hapteno se acopla al anticuerpo a través de grupos
funcionales hidracida reactivos usando un transportador NHS-PEG,

opcionalmente acoplar el primer compuesto a varios haptenos, en particular varios haptenos diferentes.

Un procedimiento para realizar un ensayo de diagndstico para una diana en una muestra, que comprende:

poner en contacto la muestra con un conjugado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4,
en el que el anticuerpo se une especificamente a una diana; y

detectar el anticuerpo unido a la diana usando el marcador detectable,
en particular donde el marcador detectable es un hapteno y el procedimiento comprende ademas poner en
contacto la muestra con un anticuerpo antihapteno, opcionalmente que comprende ademas poner en contacto

la muestra con un anticuerpo antianticuerpo.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 11 donde el ensayo es un ensayo de diagndstico
multiplexado para dos o mas dianas diferentes en una muestra, comprendiendo el procedimiento:

poner en contacto la muestra con dos o mas anticuerpos que se unen especificamente a dos o mas dianas
diferentes, donde los dos o mas anticuerpos se conjugan con diferentes haptenos a través de grupos
funcionales reactivos del transportador polimérico; y

poner en contacto la muestra con dos o mas anticuerpos antihapteno diferentes que se pueden detectar por
separado.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 11 donde el procedimiento comprende:

poner en contacto la muestra con dos o mas anticuerpos primarios, conjugandose cada uno de los anticuerpos
primarios con diferentes haptenos; y

poner en contacto la muestra con dos o mas anticuerpos antihapteno secundarios, conjugandose cada uno de
los anticuerpos antihapteno secundarios con diferentes puntos cuanticos.
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FIG. 3

FIG. 4
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FIG. 5
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FIG. 8

FIG. 9
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FIG. 10

FIG. 11
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FIG. 12
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FIG. 18
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FIG. 20
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FIG. 26

76



ES 2731432713

FIG. 28
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FIG. 30

FIG. 31
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FIG. 32
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