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DESCRIPCION
Reactivos zwitteridnicos
Campo técnico de la invencion

La presente invencion se refiere a reactivos hidrofilicos zwitterionicos. Estos reactivos, debido a su naturaleza hidrofilica,
son Utiles para mejorar la solubilidad de moléculas hidrofébicas y reducir su unién no especifica a fases sélidas, tales
como microparticulas. La presente invencion también describe enlazadores que contienen zwitteriones para mejorar la
solubilidad acuosa de etiquetas detectables como la fluoresceina y la biotina y para sintetizar conjugados de estas
etiquetas con haptenos. La presente invenciéon también describe agentes reticulantes zwitterionicos utiles para preparar
conjugados de péptidos, proteinas y otras macromoléculas.

Antecedentes de la invencién

La mejora de la solubilidad acuosa de los reactivos, la prevencion de su agregacion, la disminuciéon de su unién no
especifica y la reduccion de sus interacciones no especificas con los componentes de la muestra en suero o sangre total,
siguen siendo retos constantes en los ensayos de diagnostico clinico. Por ejemplo, los documentos WO 98/43676 y WO
98/11906 proporcionan métodos y composiciones para aumentar la solubilidad acuosa y la biodisponibilidad de agentes
bioactivos. Los inmunoensayos de diagnostico comerciales a menudo utilizan etiquetas quimioluminiscentes y
fluorescentes hidrofébicas que tienen una solubilidad acuosa limitada y estas etiquetas pueden exacérbatar la unién no
especifica de proteinas, como los anticuerpos. Cada vez se utilizan mas proteinas y péptidos recombinantes en el
diagndstico y, a menudo, estos polipéptidos presentan una solubilidad acuosa deficiente, asi como una tendencia a formar
agregados insolubles debido a un mal plegamiento o desnaturalizacién. Los reactivos también pueden interactuar con los
componentes de la muestra de forma inespecifica, dando lugar a falsos positivos en los ensayos.

En la literatura se han descrito varias estrategias para abordar algunos de los problemas mencionados. Por ejemplo, Basu
et al. (Bioconjugate Chem. 2006, 17, 618-630) y Marsac et al. (Bioconjugate Chem. 2006, 17, 1492-1498) han descrito el
uso de poli(etilen)glicol (PEG) para mejorar la solubilidad de polipéptidos y proteinas. Natrajan et al. (US 6,664,032 y US
7,309,615) por otro lado han descrito el uso de PEG para mejorar la solubilidad acuosa de etiquetas hidrofébicas,
quimioluminiscentes, de éster de acridinio. Goldberg y colaboradores (Biophysical Chem. 2003,100, 569-479) sintetizaron
una variedad de sulfobetainas zwitteriénicas no detergentes (NDSB) y demostraron que estos compuestos son aditivos
Utiles para ayudar al replegamiento de proteinas como la BSA, asi como enzimas y un anticuerpo monoclonal. Del mismo
modo, D'Amico y Feller, (Anal. Biochem. 2009, 385, 389-391) han demostrado que la adicion de un NDSB inhibe la
desnaturalizacion térmica de varias proteinas. En otro enfoque, Tolbert y colaboradores (Bioconjugate Chem. 2008, 19,
1113-1118) han informado recientemente de que la modificacion especifica del sitio de dos polipéptidos propensos a la
agregacion con betaina (fraccién de trimetilamonio) mejoré significativamente la solubilidad acuosa de los dos polipéptidos
e inhibi6 la formacion de agregados.

Ademas de la modificacion de proteinas para mejorar su solubilidad, el PEG también se ha utilizado para idear superficies
inertes que resistan la adsorciéon de proteinas. Por ejemplo, Ostuni et al. en J. Am. Chem. Soc. 2000, 17, 5605-5620,
evaluaron numerosos grupos funcionales unidos a monocapas autoensambladas para determinar su resistencia a la
adsorcion de proteinas y observaron que los grupos funcionales de poli(etilen)glicol conferian la mejor resistencia. Mas
recientemente, Jiang y colaboradores en Biomacromol- ecules 2008,9,1357-1361; y otros han informado que las
superficies hidrofilicas modificadas con zwitteriones son tan inertes a la adsorcién de proteinas como el PEG. Las
estructuras de algunos zwitteriones, como las sulfobetainas, carboxibetainas, fosfobetainas y 6xidos de amina, se
muestran en las siguientes estructuras ejemplares. Al igual que el PEG, estos zwitteriones son normalmente
eléctricamente neutros, debido al equilibrio de cargas positivas y negativas dentro de una estructura dada (R1-R4 son
habitualmente grupos alquilo).

Ejemplos de zwitteriones
Sulfobetainas
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Las sulfobetainas en las que el atomo de nitrégeno es cuaternario mantienen su neutralidad eléctrica en un amplio
intervalo de pH. Por otro lado, las sulfobetainas con un nitrégeno trisustituido pueden adquirir una carga negativa a pH
mas alto (pH >7) porque pueden desprotonarse en el nitrégeno, neutralizando asi su carga positiva. Del mismo modo, las
carboxibetainas son eléctricamente neutras a pH mas altos, pero pueden protonarse en el grupo carboxilato y adquirir una
carga positiva neta a pH bajo (pH <5).

Las moléculas de colorantes zwitteriénicos para el etiquetado en analisis protedmicos y otros analisis biolégicos se
describen en la solicitud de patente estadounidense num. 2007/0259333 A1 de Dratz et al. En estas moléculas de
colorante zwitteridnico, las moléculas catidnicas y anidnicas que forman la porcién zwitteriénica de las moléculas de
colorante no estan unidas directamente entre si por una molécula de hidrocarburo. El documento US 2006/0183863 A1
de Huang et al. describe polimeros que se unen a analitos seleccionados en diferentes condiciones. Los polimeros
comprenden subunidades monomeéricas enlazadas en donde una pluralidad de subunidades son subunidades
zwitterionicas.

Los compuestos que contienen zwitterion de la presente invencioén, son utiles para introducir zwitteriones en moléculas
hidrofébicas para mejorar su solubilidad y disminuir su unién inespecifica, no se han descrito en el estado de la técnica.
Los reactivos de agentes reticulantes que contienen zwitteriones y los enlazadores que contienen zwitteriones de la
presente invencion, que también pueden ser Utiles para sintetizar conjugados con solubilidad acuosa aumentada, tampoco
se han descrito en el estado de la técnica.

Hay una necesidad continua en la técnica para mejorar la solubilidad acuosa de moléculas hidrofébicas y para reactivos
mejorados para immunoensayos y similares. Por lo tanto, es un objeto de la invencién proporcionar moléculas que
contengan zwitteriones que puedan mejorar la solubilidad de una molécula o macromolécula, como un analito, y mostrar
una unién no especifica reducida a una fase sélida.

Breve descripcion de la invencion

De acuerdo con los objetivos anteriores y otros, sorprendentemente se ha encontrado que las propiedades de los
compuestos hidrofobicos se mejoran mediante la union covalente de grupos zwitteriénicos con la molécula hidrofdbica
para aumentar su hidrofobicidad, solubilidad en soluciones acuosas y, en consecuencia, reducir la unién no especifica
con fases sélidas.

El objetivo de la invencidn es un compuesto que contiene zwitterion que tiene la estructura de férmula (1):
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en donde,

L1es un grupo alquilo de C1-20 divalente, opcionalmente sustituido con hasta 20 heteroatomos o fracciones que contienen
heteroatomos;

L2 es un enlace o un grupo alquilo, alquenilo o alquino de Ci.4 divalente, opcionalmente sustituido con hasta 10
heteroatomos o fracciones que contienen heteroatomos;

Z es un grupo que contiene un anion seleccionado del grupo que consiste en carboxilato (-COO"), sulfonato (-SOs), sulfato
(-OSO0y37), fosfato (-OP(O)(OR)(O")) y 6xido (-O), donde R es un alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo o aralquilo de Ci-12,
opcionalmente sustituido con hasta 20 heteroatomos o fracciones que contienen heteroatomos;

Y1 es un grupo funcional reactivo seleccionado de un éster de pentafluorofenil (PFP), maleimida, N-
succinimidoiloxicarbonilo o del grupo que consiste en:
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R1y Rz son independientemente seleccionados en cada ocurrencia de grupos alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo o aralquilo
de C1-20, cada opcionalmente sustituidos con hasta 20 heteroatomos o fracciones que contienen heteroatomos,

en donde los heteroatomos o las fracciones que contienen heteroatomos en los radicales L1, L2, R, R1y R2 se seleccionan
del grupo que consiste en haldgeno, hidroxilo, carboxilo, acilo, aciloxi, amino, alquilamino, alquilimino, dialquilamino,
amido, éster, carboxamida, carbamato, alcoxilo, ariloxilo, alquiltiol, alquilsulfonato, nitro, ciano, oxo, oxa, azo, tio,
sulfonilester, fosfonilo, fosfinilo, tiol, tioéter, tioéster, tioalcoxi, tiocianato, perfluoro, fosfato, oxima, sulfato, sulfoalquilo y
combinaciones de los mismos.

En una realizacién, el compuesto que contiene zwitterién de Férmula (1) tiene la estructura:
E F 0 | ®
©
N SO,
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F r
En otra realizacion, el compuesto que contiene zwitterion de Férmula (1) tiene la estructura:
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En otra realizacion, el compuesto que contiene zwitterion de Férmula (1) tiene la estructura:
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| ® ©

N N SO,

En otra realizacion, el compuesto que contiene zwitterion de Férmula (1) tiene la estructura:
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En otra realizacion, el compuesto que contiene zwitterion de Férmula (1) tiene la estructura:

4
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En otra realizacion, el compuesto que contiene zwitterion de Férmula (1) tiene la estructura:
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En una realizacion, se proporciona un método para mejorar la solubilidad acuosa de un péptido, proteina o macromolécula.
El método comprende unir covalentemente el compuesto que contiene zwitterion de Férmula | al péptido, proteina o
macromolécula.

En otra realizacion, se proporciona un método para etiquetar un analito, un analogo de analito o una molécula de enlace
para un analito en un ensayo de union bioldgica. El método comprende la unién covalente del compuesto que contiene
zwitterion de Férmula | al analito, analogo de analito o molécula de unién para un analito.

Estos y otros de la invencidon se entenderan mejor por referencia a la siguiente descripcion detallada, incluyendo las
reivindicaciones adjuntas.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 proporciona las estructuras quimicas de una pluralidad de compuestos ejemplares que contienen zwitteriones
de la presente invencion (las estructuras quimicas 5c y 8c no son acordes con la invencion tal como se reivindica).

La Figura 2a proporciona las estructuras quimicas de una pluralidad de compuestos ejemplares que contienen zwitteriones
de la presente invencién para etiquetar un analito, un analogo de analito o un molécula de unién para un analito (las
estructuras quimicas 10a, 10c y 11a no son acordes con la invencion tal como se reivindica).

La Figura 2b proporciona las estructuras quimicas de dos conjugados ejemplares, cada uno con un analito unido
covalentemente a un compuesto que contiene zwitterion de la presente invencion.

La Figura 3a proporciona las solubilidades acuosas de moléculas hidrofobicas no modificadas y moléculas hidrofobicas
modificadas, que se conjugan con compuestos ejemplares que contienen zwitteriones de la presente invencion.

La Figura 3b muestra las estructuras quimicas de moléculas hidrofébicas conjugadas con compuestos que contienen
zwitterion ejemplares de la presente invencion.
Descripcion detallada de la invencion

Un objetivo de esta invencion es proporcionar estructuras de compuestos que contengan zwitteriones para la modificacion
de moléculas hidrofébicas con el fin de mejorar su solubilidad y/o disminuir su unién inespecifica. Otro objetivo de esta
invencion es proporcionar enlazadores zwitteriénicos para la modificacion de etiquetas detectables tales como biotina y
fluoresceina para mejorar su solubilidad y para la sintesis de conjugados con solubilidad acuosa aumentada. Otro objetivo
de la presente invencién es proporcionar reactivos de reticulacion que contengan zwitteriones Utiles para la preparacion
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de conjugados de proteinas, péptidos y otras macromoléculas.

Los compuestos que contienen zwitterion de acuerdo con la invencidn pueden ser utiles para la modificacion de moléculas
hidrofébicas para mejorar su solubilidad en disolventes acuosos y/o para reducir su unioén no especifica en una fase sdlida
en comparacion con una molécula hidrofébica no modificada por dicho compuesto que contiene zwitteriones. La unién no
especifica, en ensayos que utilizan fases sélidas como particulas o placas de microtitulacién, son interacciones de union
no deseadas de estas moléculas hidrofébicas, incluyendo, por ejemplo, moléculas bioldgicas que pueden ser un analito,
un analogo de analito o un compafiero de unién para un analito en un ensayo de unién bioldgica, a estas fases sdlidas.
Estas interacciones de unién no deseadas suelen aumentar el fondo del ensayo, lo que conduce a una disminucién neta
de la relacion sefal/fondo en el ensayo vy, por lo tanto, disminuye la sensibilidad del ensayo.

En ciertas realizaciones, la molécula hidrofébica puede seleccionarse de un grupo que consiste en péptidos, proteinas o
macromoléculas. En una realizacion, los compuestos que contienen zwitterién pueden comprender (i) un grupo cargado
negativamente enlazado por una unién o una fraccion de hidrocarburo recta o ramificada, opcionalmente sustituida con
hasta 20 heteroatomos, al atomo de nitrégeno de un amonio cuaternario; y (ii) un grupo electrofilico, nucleofilico o
fotorreactivo unido por un enlace o una fraccién de hidrocarburo recta o ramificada, opcionalmente sustituida con hasta
20 heteroatomos, al atomo de nitrdgeno del amonio cuaternario. En una realizacidon preferida, el grupo electrofilico,
nucleofilico o fotorreactivo esta enlazado por una fracciéon de hidrocarburo recta o ramificada al atomo de nitrégeno del
amonio cuaternario para proporcionar una molécula mas estable en comparacién con una molécula donde el grupo
electrofilico, nucleofilico o fotorreactivo esta unido al atomo de nitrégeno del amonio cuaternario por una union. El grupo
cargado negativamente enlazado al 4tomo de nitrdgeno puede constituir conjuntamente un grupo zwitteridnico, por
ejemplo, en el caso de una sulfobetaina, hay una carga positiva en el nitrégeno cuarternario y una carga negativa en el
grupo -SOs, que esta unido al nitrégeno cuarternario por una fraccion de alquilo divalente. La fraccién de hidrocarburo que
enlaza el grupo electrofilico, nucleofilico o fotorreactivo al atomo de nitrégeno comprende preferentemente un grupo
alquilo, alquenilo, alquino, arilo o aralquilo divalente. Mas preferiblemente, la fracciéon de hidrocarburo que une el grupo
electrofilico, nucleofilico o fotorreactivo al atomo de nitrégeno comprende un radical divalente de grupos alquilo, alquenilo,
alquinilo, arilo o aralquilo de C1-6. En ofras realizaciones, la fraccion de hidrocarburo puede comprender grupos alcoxi,
carboxilo, amino y/o carbonilo.

Los términos "alquilo”, "alquenilo" y "alquinilo”, tal como se usan en la presente, a menos que se especifique lo contrario,
no incluyen, sin limitacién, hidrocarburos rectos, ramificados o ciclicos (también identificados como cicloalquilos),
primarios, secundarios o terciarios. Ejemplos ilustrativos de grupos alquilo son metilo, etilo, propilo, isopropilo, ciclopropilo,
butilo, secbutilo, isobutilo, tercbutilo, ciclobutilo, 1-metilbutilo, 1,1-dimetilpropilo, pentilo, ciclopentilo, isopentilo, neopentilo,
ciclopentilo, hexilo, isohexilo y ciclohexilo. A menos que se especifique lo contrario, los grupos alquilo, alquenilo, alquinilo,
arilo o aralquilo pueden estar sin sustituir o sustituidos con uno o mas heteroatomos o fracciones que contengan
heteroatomos.

Los heteroatomos o fracciones que contienen heteroatomos adecuados incluyen, por ejemplo, halégeno, hidroxilo,
carboxilo, acilo, aciloxi, amino, alquilamino, alquilimino, dialquilamino, arilamino, amido, éster, carboxamida, carbamato,
alcoxilo, ariloxilo, alquiltiol, alquilsulfonato, nitro, ciano, oxo, oxa, azo, tio, sulfonilo, éster, fosfonilo, fosfinilo, tiol, tioéter,
tioéster, tioalcoxi, tiocianato, perfluoro, fosfato, oxima, sulfato, sulfoalquilo, combinaciones de los mismos o cualquier otro
grupo funcional que no inhiba la reactividad de este compuesto para formar un conjugado con una molécula hidrofébica,
preferentemente un péptido, proteina o macromolécula. Las sustituciones preferidas de heteroatomos o fracciones que
contienen heterogtomos incluyen grupos nitrégeno, oxigeno, carboxilo, amina y/o carbonilo.

En otra realizacion, el compuesto que contiene zwitterion puede ser util para formar un enlace covalente con un analito,
analogo de analito, o un molécula de enlace para un analito en un ensayo de unién bioldgica para la determinacion o
cuantificacién de analitos. Los analitos que suelen medirse en este tipo de ensayos suelen ser sustancias de cierta
relevancia clinica y pueden abarcar un amplio intervalo de moléculas, desde grandes macromoléculas como proteinas,
acidos nucleicos, virus, bacterias, etc. hasta pequefias moléculas como etanol, vitaminas, esteroides, hormonas, farmacos
terapéuticos, etc. Un inmunoensayo en "sandwich" suele consistir en la deteccién de una molécula de gran tamafo,
también denominada analito macromolecular, mediante dos moléculas de unién, como los anticuerpos. Un anticuerpo se
inmoviliza o se une a una fase sélida como una particula, perla, membrana, placa de microtitulacion o cualquier otra
superficie solida. Por ejemplo, un anticuerpo puede fijarse covalentemente a una particula que contenga aminas en su
superficie utilizando una molécula de reticulacion como el glutaraldehido. La unién también puede ser no covalente y
puede implicar la simple adsorcion de la molécula de union a la superficie de la fase sélida, como perlas de poliestireno y
una placa de microtitulacion. El segundo anticuerpo puede unirse covalentemente con una molécula quimioluminiscente
o fluorescente. En un ensayo ejemplar, los dos anticuerpos pueden unirse a diferentes regiones del analito
macromolecular. El analito macromolecular puede ser, por ejemplo, anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, células, virus,
receptores o polimeros sintéticos. Las moléculas de unién pueden ser anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, acidos
nucleicos, péptidos, proteinas de unién o polimeros sintéticos de union. Por ejemplo, la proteina de unién al folato ("FBP",
por sus siglas en inglés) se une al analito folato. Mossbach et al. también han descrito moléculas de unién sintéticas que
pueden unirse a diversos analitos. Biotechnology vol. 14, pp. 163-170(1995).

El compuesto que contiene zwitteridn tiene la siguiente estructura mostrada en la Férmula I:
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Z es un grupo que contiene un anién seleccionado del grupo que consiste en carboxilato

(-COO0O), sulfonato (-SOs7), sulfato (-OSOy3’), fosfato (-OP(O)(OR)(O")), y 6xido (-O7), donde R es un alquilo, alquenilo,
alquinilo, arilo, o aralquilo de C1-12, opcionalmente sustituido con hasta 20 heteroatomos o heteroatomos que contienen
fracciones. En algunas realizaciones, R puede ser un alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo o aralquilo de C1-10 0 C1-5, 0 C1-3,
opcionalmente sustituido con hasta 3, 5, 10, 15 o 20 heterodtomos. En una realizaciéon ejemplar, Z es un grupo que
contiene un anién seleccionado del grupo que consiste en carboxilato (-COO"), sulfonato (-SO3°), sulfato (-OSO3°), fosfato
(-OP(O)(OR)(O")) y oxido (-O), donde R es un alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo o aralquilo de C1.12, opcionalmente
sustituido con hasta 20 heteroatomos.

Puede mencionarse en particular el caso en que Z es sulfonato (-SO37). Otro grupo cargado negativamente particularmente
adecuado es aquel en el que Z es fosfato (-OP(O)(OR)(O)) y R es un alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo o aralquilo de C1-
12, que incluye opcionalmente de 1 a 20 heterodtomos, tales como atomos de oxigeno, azufre y nitrégeno; donde R se
selecciona preferentemente de radicales alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, bencilo, alquilarilo, arilalquilo, alquilo biciclico o
arilo de Ci1-12, sustituidos o no sustituidos, ramificados, de cadena recta o ciclicos, y combinaciones de los mismos; y en
donde cada uno de los radicales anteriores puede estar sustituido con 1-6 heteroatomos y/o con cualquier fracciéon que
contenga heteroatomos, incluyendo, por ejemplo, halégeno, hidroxilo, carboxilo, acilo, aciloxi, amino, alquilamino,
alquilimino, dialquilamino, arilamino, amido, éster, carboxamida, carbamato, alcoxilo, ariloxilo, alquiltiol, alquilsulfonato,
nitro, ciano, oxo, oxa, azo, tio, sulfonilo, éster, fosfonilo, fosfinilo, tiol, tioéter, tioéster, tioalcoxi, tiocianato, perfluoro, fosfato,
oxima, sulfato, sulfoalquilo y combinaciones de los mismos.

Y1 comprende un grupo funcional reactivo para formar enlaces covalentes con una molécula hidrofébica, tal como, por
ejemplo, un péptido, una proteina o una macromolécula. Por ejemplo, Y1 puede comprender un grupo funcional reactivo
para formar enlaces covalentes con un analito, un analogo de analito o una molécula de enlace para un analito en un
ensayo de unién biolégica para la determinaciéon o cuantificacion de analitos. Mas particularmente, Y1, es un grupo
funcional reactivo seleccionado de un éster de pentafluorofenilo (PFP), maleimida o N-succinimidoiloxicarbonilo que tiene

las siguientes estructuras:
Q
0 O,
wg” i
- (6)
o - 07 .

0
0
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< L AN 50 . !
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En ciertas realizaciones preferidas, Y1 es un éster de pentafluorofenilo (PFP), maleimida o N-succinimidoiloxicarbonilo.

L1, es un alquilo de Ci-20 divalente, opcionalmente sustituido con hasta 20 heteroatomos o fracciones que contienen
heteroatomos. Las cadenas grasas largas son menos deseadas porque reducen la hidrofobicidad de la molécula. Por
ejemplo, L1 puede seleccionarse de un radical de hidrocarburo de C1-C20, como, por ejemplo, un grupo alquilo, alquenilo,
alquinilo, arilo o alquilarilo, incluyendo opcionalmente de 1 a 20 heteroatomos o fracciones que contengan heteroatomos,
como nitrégeno, oxigeno, carboxilo, amina y/o grupos carbonilo. En algunas realizaciones, L1, puede seleccionarse
independientemente en cada ocurrencia de un radical hidrocarburo de C1-Czo, C1-C12, C1-Cs, C1-C4 0 C1-Cs, incluyendo
opcionalmente de 1-20, 1-10, 1-5, o 1-3 heteroatomos o fracciones que contienen heteroatomos. En otras realizaciones,
L1 puede seleccionarse del grupo que consiste en grupos alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo o alquilarilo de de C1-C20 de
cadena ramificada o recta, sustituidos o sin sustituir, cada uno de ellos opcionalmente sustituido con hasta 20
heteroatomos o fracciones que contengan heteroatomos, incluyendo sin limitacion, fracciones de alquilo lineal de la forma
-(CHz)a- donde "a" es un numero entero de 1 a 20 que incluye, por ejemplo, -CHz-, -CH2CH2-, -CH2CH2CH2-, o -
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CH2CH2CH2CHz2-; fracciones alcoxi lineales de la forma general -(CH2)aO- u -O(CHz)a- donde "a" es un nimero entero de
1 a 19 que incluye, por ejemplo,

-CH20- u -OCHz-, -CH2CH20- u -OCH2CHz2-, -CH2CH2CH20- u -OCH2CH2CHz2-; -O(CH2)aO- donde "a" es como se ha
definido anteriormente; o una fraccién de la forma -(CH2)bO(CHz)c-, -(CH2)bS(CHz)c-, 0 -(CH2)bNRY(CH2)c- donde "b" y "c"
son independientemente un nimero entero de 1 a 18 y R" es un grupo alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo o alquilarilo, cada
uno opcionalmente sustituido con hasta 20 heteroatomos o fracciones que contienen heteroatomos. Preferentemente, L+
es un grupo alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo o aralquilo de Ci-20 divalente, opcionalmente sustituido con hasta 20
heteroatomos o fracciones que contienen heteroatomos.

En otras realizaciones, L1, puede seleccionarse de radicales divalentes de alquilo de C1.10, cada uno opcionalmente
sustituido con hasta 20 heteroatomos o fracciones que contienen heteroatomos. En otra realizacion, L1 es un grupo alquilo
de Ci1-20 divalente, mas preferentemente un grupo alquilo de Ci1-15 divalente, aun mas preferentemente un grupo alquilo de
C1-10 divalente, y mas preferentemente aun un grupo alquilo de C1-6 divalente. En una realizacion particular, L1 es un grupo
alquilo de C1-6 divalente. En otras realizaciones, L1 puede ser un radical divalente de la forma -(Ch2)»- donde n = 1 a 20.
Alternativamente, n puede ser 1 a 20. Alternativamente, n puede ser1a 15,1a12,1a10,1a 8,01 a6.

L2 puede estar presente u omitirse (en cuyo caso es una union). El enlazador L2 es preferiblemente una unién o una
cadena de hidrocarburo corta para minimizar la separaciéon entre el anién y el cation y, de este modo, mantener
preferiblemente una neutralidad de carga sustancial, mientras que los zwitteriones divulgados en la solicitud de patente
estadounidense num. 2007/0259333 A1 a Dratz et al. tienen separaciones de carga mayores y, en consecuencia, l0s
aniones y cationes divulgados en dicha publicacion tendran mas caracter de carga aislada. Preferentemente, L2 es una
unién o un grupo alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo o aralquilo de C1.4 divalente, opcionalmente sustituido con hasta 10
heteroatomos, o fracciones que contienen heteroatomos. En una realizacion, L2 es una union o un grupo alquilo, alquenilo,
alquinilo, arilo o aralquilo de C1-C4 o C1-C3 divalente, opcionalmente sustituido con hasta 10, 8, 4 o 2 heteroatomos, o
fracciones que contienen heteroatomos. En otra realizacién, L2 es un enlace o un grupo alquilo, alquenilo o alquino de Cz
divalente, opcionalmente sustituido con hasta 4 heteroatomos o fracciones que contienen heteroatomos. En otra
realizacién, L2 es una unién o un grupo alquilo C1-C4 o C+-Cs divalente, opcionalmente sustituido con hasta 10, 8, 4 0 2
heteroatomos, o fracciones que contienen heteroatomos. En una realizacion particular, L2 es un grupo alquilo C14
divalente. En otras realizaciones, L2 puede ser un radical divalente de la forma -(CH2)m- donde m = 1 a 4, y mas
preferentemente 2 a 4.

Alternativamente, L2 puede seleccionarse del grupo que consiste en grupos alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo o alquilarilo
de C+-C4 de cadena ramificada o recta sustituidos o no sustituidos, cada uno opcionalmente sustituido con hasta 20
heteroatomos o fracciones que contienen heteroatomos.

R1y Rz pueden representar independientemente cualquier molécula de hidrocarburo, opcionalmente sustituida con al
menos una molécula de heteroatomo o heteroatomo. Por ejemplo, R1 y/o R2 pueden seleccionarse independientemente
en cada aparicion de un radical hidrocarbonado de C1-C3o, como por ejemplo, un grupo alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo
o alquilarilo, incluyendo opcionalmente de 1-20 heteroatomos o fracciones que contienen heteroatomos, como nitrégeno,
oxigeno, carboxilo, amina y/o grupos carbonilo. En algunas realizaciones, R1 y/o R2 pueden seleccionarse
independientemente en cada ocurrencia de un radical hidrocarburo de C1-C20, C1-C12, C1-Ce, 0 C1-Cs, incluyendo
opcionalmente de 1-20, 1-10, 1-5, o 1-3 heteroatomos o fracciones que contienen heteroatomos. En una realizacion
ejemplar, R1 y/o Rz pueden ser moléculas de hidrocarburo de Ci20 de cadena ramificada o recta sustituidas o no
sustituidas, tales como, por ejemplo, grupos alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo o aralquilo, cada uno opcionalmente
sustituido con hasta 20 heteroatomos o moléculas que contienen heteroatomos. En otras realizaciones ejemplares, R1y
R2 se seleccionan independientemente en cada ocurrencia de grupos alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo o aralquilo de Ci-
15, cada uno opcionalmente sustituido con hasta 20 heteroatomos. Preferiblemente, R1 y Rz se seleccionan
independientemente en cada ocurrencia de grupos alquilo de Ci-15, més preferiblemente de grupos alquilo de C1-10. En
ciertas realizaciones especificas, R1 y Rz son en un caso o en ambos un grupo alquilo de C1-6. En otra realizacion, al
menos uno de R1y Rz es metilo, etilo, propilo, isopropilo, ciclopropilo, butilo, secbutilo, isobutilo, tercbutilo, ciclobutilo, 1-
metilbutilo, 1,1-dimetilpropilo, pentilo, ciclopentilo, isopentilo, neopentilo, ciclopentilo, hexilo, isohexilo y ciclohexilo, que
pueden estar sin sustituir o sustituidos con uno o mas heteroatomos o fracciones de heteroatomos seleccionados del
grupo que consiste en haldgeno, hidroxilo, carboxilo, acilo, aciloxi, amino, alquilamino, alquilimino, dialquilamino,
arilamino, amido, éster, carboxamida, carbamato, alcoxilo, ariloxilo, alquiltiol, alquilsulfonato, nitro, ciano, oxo, oxa, azo,
tio, sulfonilo, éster, fosfonilo, fosfinilo, tiol, tioéter, tioéster, tioalcoxi, tiocianato, perfluoro, fosfato, oxima, sulfato,
sulfoalquilo, combinaciones de los mismos o cualquier otro grupo funcional que no inhiba la reactividad de este compuesto
para formar un conjugado con una molécula hidrofébica, preferentemente un péptido, proteina o macromolécula. Las
sustituciones preferidas incluyen grupos nitrégeno, oxigeno, carboxilo, amina y/o carbonilo. En una realizacion ejemplar,
al menos uno de R1y Rz es un grupo metilo. En otra realizacién, tanto R4, como Rz son grupos metilo.

En una realizacién, el compuesto que contiene zwitterién de Férmula (1) tiene la estructura:
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donde,

n =1 a 6, preferentemente 1 a 4, y mas preferentemente 2 a4;y
m =1 a 4, y mas preferentemente, 2 a 4.

En otra realizacion, el compuesto que contiene zwitterion de Férmula (1) tiene la estructura:

donde,

n =1 a 6, preferentemente 1 a 4, y mas preferentemente 2 a 4;
m =1 a 4, y mas preferentemente, 2a 4;y

r=1 a6, preferentemente 1 a 4, y mas preferentemente 2 a 4.

En otra realizacion, el compuesto que contiene zwitterion de Férmula (1) tiene la estructura:

/ 0]
l ® S
O n m
donde,
n =1 a 6, preferentemente 1 a 4, y mas preferentemente 2 a 4;y

m = 1 a 4, y mas preferentemente, 2 a 4.

En otra realizacion, el compuesto que contiene zwitterion de Férmula (1) tiene la estructura:

0
|
N N soe
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0
0

donde,
n =1 a 6, preferentemente 1 a 4, y mas preferentemente 2 a 4;
m =1 a 4, y mas preferentemente, 2a 4;y

y =1 a 6, preferentemente 2 a 5, y mas preferentemente 3 a 5.
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En una realizacién particular, el compuesto que contiene zwitterién de Formula | puede usarse en un método para mejorar
la solubilidad acuosa de un péptido, proteina o macromolécula. EI método puede comprender la unién del compuesto que
contiene zwitterion al péptido, proteina o macromolécula. En particular, el compuesto que contiene zwitterién puede formar
enlaces covalentes con el péptido, proteina o macromolécula. Especificamente, la fraccion Y1 puede formar enlaces
covalentes con grupos reactivos, tales como, por ejemplo, un grupo amina, un grupo tiol o un grupo carbohidrato, dentro
del péptido, proteina o macromolécula.

En otra realizacion, el compuesto que contiene zwitterion de Férmula | puede usarse en un método para reducir la union
no especifica de un analito, analogo de analito o molécula de enlace para un analito en un ensayo de unién bioldgica. El
método puede comprender la uniéon del compuesto que contiene zwitterion al péptido, proteina o macromolécula. En
particular, el compuesto que contiene zwitterion puede formar enlaces covalentes con el analito, el analogo de analito o
la molécula de enlace para un analito. Especificamente, la fraccion Y1 puede formar enlaces covalentes con grupos
reactivos, tales como, por ejemplo, un grupo amina, un grupo tiol, o un grupo carbohidrato, dentro del analito, analogo de
analito, o molécula de enlace para un analito.

En la Figura 1 se proporcionan realizaciones ejemplares de compuestos que contienen zwitteridon para la modificacion de
moléculas hidrofébicas, por ejemplo, péptidos, proteinas y otras macromoléculas. Los compuestos Z2-PFP (compuesto
Id), Z3-PFP (compuesto 2c), Z4-PFP (compuesto 3c) y ZPB-PFP (compuesto 4c, ZPB = Fosfobetaina zwitterion ) son
compuestos zwitterionicos amino-reactivos con sulfobetainas o una fosfobetaina, asi como un éster reactivo de
pentafluorofenilo (PFP). Las tres sulfobetainas Z2-PFP, Z3-PFP y Z4-PFP tienen una separacién de carga creciente entre
el amonio cuarternario y las fracciones de sulfonato que constituyen el zwitterién. Las sintesis de estas etiquetas de
zwitteriones reactivos a aminas se describen detalladamente en los Ejemplos 1-4.

La Figura 1 también proporciona un compuesto de zwitterion con una fraccion de amina nucledfila (compuesto 5¢; no de
acuerdo con la invencién tal como se reivindica) que es Util para el acoplamiento a fracciones de acido carboxilico, asi
como dos etiquetas de zwitteridn reactivas a tiol Z-maleimida-1 (compuesto 6b) y Z-maleimida-2 (compuesto 7a). Las
etiquetas zwitterionicas reactivas al tiol son utiles para cubrir tioles libres en proteinas y péptidos previniendo asi su
oxidacion y agregacion mientras que al mismo tiempo mejoran su solubilidad acuosa.

En otra realizacién, los compuestos que contienen zwitterion de acuerdo con la invencion, pueden servir como enlazadores
zwitteridnicos para la modificacion de una etiqueta detectable, por ejemplo, etiquetas usadas en un ensayo de enlace
bioldgico para etiquetar un analito, analogo de analito o0 molécula de enlace para un analito, tal como, por ejemplo, una
etiqueta fluorescente, una etiqueta quimioluminiscente, biotina, etc., para mejorar su solubilidad y para la sintesis de
conjugados con solubilidad acuosa aumentada. Para una etiqueta detectable se mencionan en particular una etiqueta
fluorescente (por ejemplo, fluoresceina) y biotina. En una realizacion, los compuestos que contienen zwitterion pueden
comprender (i) un grupo cargado negativamente enlazado por una unién o una fraccion de hidrocarburo, opcionalmente
sustituido con hasta 20 heteroatomos, al atomo de nitrégeno de un amonio cuaternario; (ii) un grupo electrofilico,
nucleofilico o fotorreactivo enlazado por una fraccion de hidrocarburo, opcionalmente sustituida con hasta 20
heteroatomos, al atomo de nitrégeno del amonio cuaternario; y (iii) una etiqueta fluorescente o biotina unida por una
fraccion de hidrocarburo, opcionalmente sustituida con hasta 20 heteroatomos, al atomo de nitrégeno de un amonio
cuaternario. El grupo cargado negativamente enlazado al atomo de nitrégeno puede constituir conjuntamente un grupo
zwitteriénico, por ejemplo, en el caso de una sulfobetaina, hay una carga positiva en el nitrégeno cuarternario y una carga
negativa en el grupo -SOs, que esta unido al nitrdgeno cuarternario por una fraccion de alquilo divalente. La fraccion de
hidrocarburo que enlaza el grupo electrofilico, nucleofilico o fotorreactivo al atomo de nitrgeno comprende
preferentemente un grupo alquilo, alquenilo, alquino, arilo o aralquilo divalente. Mas preferiblemente, la fraccién de
hidrocarburo que enlaza el grupo electrofilico, nucleofilico o fotorreactivo al &tomo de nitrégeno comprende un radical
divalente de grupos alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo o aralquilo de C1-6.

Realizaciones ejemplares de compuestos que contienen zwitterion de acuerdo con la invencion, para etiquetar un analito,
analogo de analito o molécula de enlace para un analito para un ensayo de unién biolégica pueden mejorar la solubilidad
del analito, analogo de analito o molécula de enlace para un analito o promover la sintesis de conjugados etiquetados con
solubilidad acuosa aumentada. En las Figuras 2a y 2b se proporcionan realizaciones ejemplares en las que la fraccion
que comprende la etiqueta detectable es fluoresceina o biotina. Los compuestos biotina-Z-NH2 (compuesto 10a; no acorde
con la invencion tal como se reivindica) y fluoresceina-Z-NHz (compuesto 11a; no acorde con la invencién tal como se
reivindica) contienen enlazadores sulfobetaina zwitteridnicos y una fraccion amina nucleocfilica util para el acoplamiento a
acidos carboxilicos. Los compuestos biotina-Z-NHS (compuesto 10¢; no acorde con la invencion tal como se reivindica) y
fluoresceina-Z-NHS (compuesto 11c) contienen el mismo enlazador sulfobetaina zwitterionico excepto que ambos
compuestos contienen N-hidroxsuccinimida (ésteres NHS) amino-reactivos. Las interacciones biotina-estreptavidina y
fluoresceina-anticuerpo antifluoresceina pueden utilizarse para disefiar inmunoensayos. Por ejemplo, la estreptavidina o
un anticuerpo antifluoresceina pueden inmovilizarse en una fase solida, como una microparticula, y una molécula
etiquetada con biotina o etiquetada con fluoresceina puede capturarse en la fase sélida durante el transcurso de un
inmunoensayo. Si la molécula marcada es hidrofébica, es probable que aligerar su solubilidad acuosa con un derivado
zwitteridnico, biotina o fluoresceina mejore el rendimiento del ensayo al disminuir la unién no especifica. Dos ejemplos de
tales conjugados se ilustran en la Figura 2b, que muestra las estructuras de conjugados zwitteridnicos de fluoresceina de
progesterona (11d), un esteroide, y FK506 (11e), un farmaco inmunosupresor. Tanto la progesterona como el FK506 son
analitos hidrofébicos son analitos ejemplares que son adecuados para medir o cuantificar en inmunoensayos.
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En aun otra realizacion, los compuestos que contienen zwitterion de acuerdo con la invencidn pueden ser adecuados para
la reticulacion de moléculas hidrofébicas, particularmente en disolventes acuosos. Los compuestos que contienen
zwitterion también pueden reducir la unién no especifica de los conjugales reticulados en una fase sélida en comparacion
con moléculas hidroéfobas no reticuladas por dicho compuesto que contiene zwitteriones. En ciertas realizaciones, la
molécula hidrofébica puede seleccionarse de un grupo que consiste en péptidos, proteinas o0 macromoléculas. En una
realizacién, los compuestos que contienen zwitterion pueden comprender (i) un grupo cargado negativamente enlazado
por una union o una fraccion de hidrocarburo, opcionalmente sustituida con hasta 20 heteroatomos, al atomo de nitrégeno
de un amonio cuaternario; y (ii) dos grupos electrofilicos, nucleofilicos o fotorreactivos, que puede ser el mismo o diferente,
enlazados al atomo de nitrégeno del amonio cuaternario. En algunas realizaciones, los grupos electrofilicos, nucleofilicos
o fotorreactivos pueden estar enlazados al atomo de nitrégeno por una fraccién hidrocarbonada, opcionalmente sustituida
con hasta 20 heteroatomos. En otras realizaciones, los grupos electrofilicos, nucleofilicos o fotorreactivos pueden estar
enlazados entre si por una fraccion de hidrocarburo, opcionalmente sustituida con hasta 20 heteroatomos, que a su vez
esta enlazada al atomo de nitrégeno por una unién o una fraccion de hidrocarburo, opcionalmente sustituida con hasta 20
heteroatomos. El grupo cargado negativamente enlazado al atomo de nitrégeno puede constituir conjuntamente un grupo
zwitterioénico, por ejemplo, en el caso de una sulfobetaina, hay una carga positiva en el nitrégeno cuarternario y una carga
negativa en el grupo -SOs, que esta unido al nitrdgeno cuarternario por una fraccion de alquilo divalente. Las fracciones
de hidrocarburo que enlazan el grupo electrofilico, nucleofilico o fotorreactivo al atomo de nitrdgeno comprenden
preferentemente un grupo alquilo, alquenilo, alquino, arilo o aralquilo divalente. Mas preferiblemente, las fracciones de
hidrocarburo que enlazan los grupos electrofilico, nucleofilico o fotorreactivo al atomo de nitrgeno comprenden un radical
divalente de grupos alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo o aralquilo de C1-6.

La mayoria de los reactivos de reticulacion comerciales tienden a ser hidrofébicos, pero pueden estar modificados con
PEG, que tienen enlaces de oligo(etilenglicol), para proporcionar mejoras limitadas en la solubilidad acuosa. Sin embargo,
es probable que los agentes reticulantes zwitteridénicos de la presente invencion sean mucho mas polares con una
excelente solubilidad acuosa debido a la naturaleza fuertemente hidrofilica de los zwitteriones.

En otra realizacion, el compuesto que contiene zwitterion puede ser util para la reticulacion de moléculas biolégicas,
incluyendo, pero no se limita a, un analito, analogo de analito, 0 una molécula de enlace para un analito en un ensayo de
union bioldgica para la determinacion o cuantificacion de analitos, como se describié anteriormente. Se contempla que el
compuesto que contiene zwitterion puede ser adecuado para la reticulacion de dos moléculas biolégicas cualesquiera,
que pueden ser iguales o diferentes. Las moléculas bioldgicas para reticulaciéon por el compuesto que contiene zwitterion
de la presente invencion incluyen, por ejemplo: (a) pequefas biomoléculas organicas, haptenos o ligandos tales como
hormonas tiroideas, esteroides, vitaminas, antibidticos, cofactores enzimaticos, farmacos terapéuticos, metabolitos,
lipidos, neurotransmisores o sustancias quimicas controladas, (b) macromoléculas como proteinas bioactivas (incluyendo
avidina, anticuerpos, proteinas de union al ADN, enzimas, histonas y otras), polisacaridos, oligosacaridos, glicoproteinas,
glucosaminoglicanos, lectinas, lipoproteinas, lipopolisacaridos, ARN aislado o intacto, ADN, oligonucleétidos, proteinas,
péptidos, proteinas inactivadas, hormonas, antigenos virales, antigenos bacterianos, antigenos eucarioticos, proteinas de
unién a inmunoglobulinas, toxinas, citocinas, fragmentos de anticuerpos o proteinas receptoras, c¢) entidades bioldgicas
de orden superior como virus, bacterias, células eucariéticas y componentes subcelulares como ribosomas, entre otros.

Las estructuras 8c, 8d y 9e de la Figura 1 proporcionan realizaciones ejemplares de compuestos que contienen
zwitteriones para la reticulacion de péptidos, proteinas y/o macromoléculas. Otras variaciones estructurales, que
combinan una fraccion fuertemente hidrofilica que contiene zwitterién con dos grupos reactivos para la reticulacion,
pueden idearse utilizando diversas técnicas de quimica organica sintética.

Los compuestos que contienen zwitteriones de la Formula | pueden ser Utiles para mejorar la solubilidad acuosa de
péptidos hidrofdbicos, como se muestra, por ejemplo, en las Figuras 3a y 3b. Especificamente, cuatro péptidos
hidrofébicos representativos, penta(fenilalanina), un tetrapéptido con la secuencia Phe-Gly-Gly-Phe, penta(leucina) y
penta(isoleucina) fueron etiquetados en el grupo a-amindégeno con el reactivo zwitteridnico reactivo a aminas Z3-PFP
(compuesto 2c¢ en la Figura 1). En el Ejemplo 12 se ilustra un experimento de etiquetado de este tipo. Los péptidos
modificados con zwitteriones se purificaron por cromatografia y su solubilidad acuosa se evalué disolviéndolos en agua
desionizada a concentraciones que dieran soluciones homogéneas claras. Mientras que los péptidos no etiquetados no
mostraron una solubilidad discernible en agua, los péptidos modificados con zwitterién mostraron una solubilidad acuosa
significativamente mejorada, como se muestra en la Figura 3a. La penta(fenilalanina) modificada por el compuesto con
zwitterion Z3-PFP, compuesto 2¢, se disolvioé en agua y proporciond una solucién clara a un concentrado de ~0,5 mM. El
tetrapéptido Phe-Gly-Gly-Phe, menos hidrofébico, cuando se modificé con el compuesto Z3-PFP, que contiene
zwitteriones, presentd una solubilidad acuosa de ~3,0 mM. Los péptidos muy hidrofébicos penta(leucina) y
penta(isoleucina), cuando se modificaron con el compuesto que contiene zwitteriones Z3-PFP, también mostraron una
solubilidad acuosa significativa de ~ 0,1 mM. En consecuencia, los compuestos que contienen zwitterion de la presente
invencion ofrecen el potencial de mejorar significativamente la solubilidad acuosa de polipéptidos hidrofébicos y otras
macromoléculas.

Los compuestos que contienen zwitterion de la presente invencion también pueden ser utiles para reducir la unién no

especifica de proteinas hidrofébicas y "pegajosas". En un experimento, se evalud la competencia quimica de ciertos
compuestos que contienen zwitteriones amino-reactivos ejemplares mostrados en la Figura 1 tratando un éster de acridinio
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(por ejemplo, 2',6'-dimetil-4'-(N-succinimidiloxicarbonil)fenil 10-metil-9-acridinecarboxilato metilsulfato (NSP-DMAE) u
otros ésteres de acridinio adecuados descritos por Law et al. en la patente estadounidense num. 5,656,426) etiquetado
con albumina de suero bovino (BSA) o gammaglobulina bovina (BGG) con 10 y 20 equivalentes del compuesto que
contiene zwitterion seguido de la medicion de la incorporacion del compuesto que contiene zwitterion mediante
espectroscopia de masas. El protocolo experimental detallado se describe en el Ejemplo 15. Como se muestra en la Tabla
1, todos los compuestos que contienen zwitteriones fueron quimicamente competentes y etiquetaron tanto la BSA como
la BGG con incorporaciones variables de los compuestos que contienen zwitteriones. Por ejemplo, la reaccién de la BSA
etiquetaron con NSP-DMAE con 10 equivalentes de un compuesto que contiene zwitterion, como etiqueta zwitteridnica,
resultd en la incorporacién de 3-5 etiquetas. La reaccion de BGG marcada con NSP-DMAE con 10 equivalentes de un
compuesto que contiene zwitterién, como etiqueta zwitteridnica, resultdé en la incorporacién de aproximadamente 4-9
etiquetas. Se observé que un aumento de la cantidad de compuestos que contenian zwitteriones producia un aumento
de la incorporacion.

Tabla 1
Quimioluminiscencia
Entrada de compuestos modificada por # de Compuestos que
Compuestos que que contienen zwitterion Conjugado Contienen Zwitterion
contienen zwitteriéon (equivalentes) Incorporados por Conjugado
1d Z2-PFP 10 BSA-NSP-DMAE 5
2c Z3-PFP 10 BSA-NSP-DMAE 5
2c Z3-PFP 20 BSA-NSP-DMAE 8
3c Z4-PFP 10 BSA-NSP-DMAE 3,3
4c ZPB- PFP 10 BSA-NSP-DMAE 3,4
4c ZPB- PFP 20 BSA-NSP-DMAE 71
1d Z2-PFP 10 BGG-NSP-DMAE 5,3
2c Z73-PFP 10 BGG-NSP-DMAE 9
2c Z3-PFP 20 BGG-NSP-DMAE 13
3c Z4-PFP 10 BGG-NSP-DMAE 3,7
4c 10 BGG-NSP-DMAE 6
ZPB- PFP
4c 20 BGG-NSP-DMAE 8,4
ZPB- PFP

Los compuestos que contienen zwitterion de la presente invencion muestran una baja unién inespecifica cuando se
conjugan con proteinas. La union inespecifica, como se ha descrito anteriormente, en ensayos que utilizan fases sélidas
como particulas o placas de microtitulacién, son interacciones de unién no deseadas de los conjugados a estas fases
sélidas. Estas interacciones de unién no deseadas suelen aumentar el fondo del ensayo, lo que conduce a una
disminucion neta de la relacion sefial/fondo en el ensayo vy, por lo tanto, disminuye la sensibilidad del ensayo. En otro
experimento, cuyos protocolos detallados se describen en los Ejemplos 16 y 17, se marcaron tres proteinas "pegajosas”,
avidina, gammaglobulina bovina policlonal (BGG) y fibrindgeno bovino (FBN) con 10 equivalentes del éster de acridinio
NSP-DMAE. Estas tres proteinas pueden utilizarse para medir las propiedades de adsorcion proteica de superficies con
monocapas autoensambladas. Una porcion de cada conjugado de éster de acridinio se etiquet6 ademas con 25
equivalentes de Z3-PFP (compuesto 2c de la Figura 1), tal como se describe en el Ejemplo 16. Después, se evalud la
unién no especifica de estos conjugados a tres fases sélidas de microparticulas diferentes y los resultados se tabulan en
la Tabla 2.

La unién no especifica se midié en dos tipos diferentes de particulas; particulas paramagnéticas (PMP) y particulas latex
magnéticas (MLP) de un proveedor comercial (Dynal™). Las dos particulas difieren en su composicion intrinseca. Los
PMP se componen principalmente de particulas de 6xido de hierro con un recubrimiento de silano que contiene aminas.
Las aminas se utilizan para reticular las proteinas a la superficie de la particula mediante reactivos como el glutaraldehido.
Por otro lado, los MLP estan hechos de poliestireno poroso con magnetita dopada para permitir la separacion magnética.
La PMP utilizada en la presente evaluacion se recubrié con un anticuerpo anti-TSH (TSH = Hormona estimulante del
tiroides) en la superficie de la particula mediante quimica de acoplamiento con glutaraldehido (Fase Sdélida "PMP" en la
Tabla 2). Las MLP utilizadas para la presente evaluacién fueron Dynal.
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Particulas de M280-estreptavidina con anticuerpo anti-PTH de cabra policlonal, biotinilado (abreviadas como "M280" en
la Tabla 2) y particulas Dynal M270-estreptavidina con anticuerpo anti-cTnl de ratén monoclonal, biotinilado (abreviadas
como "M270" en la Tabla 2). Estas dos MLP tenian estreptavidina inmovilizada en sus superficies, que luego se utilizd
para inmovilizar anticuerpos etiquetados con biotina capaces de unirse a los analitos PTH (hormona paratiroidea) o TNlc
(troponina | cardiaca) respectivamente. La interaccion de unidn estreptavidina-biotina es adecuada para su uso en
ensayos. Los dos tipos de particulas (PMP y MLP) se mezclaron con soluciones del éster de acridinio y conjugados
etiquetados con zwitterion durante 10 minutos. A continuacion, las particulas se separaron magnéticamente, se lavaron
dos veces con agua y se midié la quimioluminiscencia asociada a las particulas.. (Los detalles experimentales se
encuentran en el Ejemplo 17). La proporcién de este valor de quimioluminiscencia en comparacion con la entrada total de
quimioluminiscencia se denomina unién fraccional no especifica (fNSB, por sus siglas en inglés). Una menor fNSB significa
una menor union no especifica. Los valores de la fNSB calculados para los distintos conjugados se tabulan en la Tabla 2.
De la Tabla 2, la avidina etiquetada con NSP-DMAE sobre PMP tiene fNSB = 1,3 x 10-3. El etiquetado adicional de este
conjugado con Z3-PFP redujo el fNSB a 1,7 x 10-4. Del mismo modo, mientras que los valores fNSB del conjugado NSP-
DMAE-avidina en las particulas MLP Dynal-M280 y Dynal-M270 se midieron en 1,6 x 10y 6,3x102 respectivamente, los
conjugados etiquetados con zwitterion mostraron valores fNSB mucho mas bajos de 8,3 x 10° y 52 x 10*
respectivamente. Como puede observarse, el etiquetado con zwitteriéon del conjugado NSP-DMAE-avidina disminuye
significativamente la union no especifica de este conjugado. Los conjugados NSP-DMAE-BGG mostraron un
comportamiento similar. Este conjugado sobre PMP, Dynal-M280 y Dynal-M270 MLP exhibié valores de fNSB de 1,2 x
104, 1,3 x 10 y 1,8 x 107 respectivamente mientras que el etiquetado adicional del conjugado con el compuesto que
contiene zwitterion Z3-PFP disminuyo estos valores de fNSB a 6,8 x 10%, 8,1 x 10% y 3,9 x 10 respectivamente. Se
observaron resultados similares para el fibrindbgeno, como se indica en la Tabla 1.

Tabla 2
Conjugados Fase sélida
quimioluminiscentes
PMP M280 M270
Sin modificar| Z3-PFP Sin modificar| Z3-PFP Sin modificar| Z3-PFP
Modificado Modificado Modificado

NSP-DMAE-A VD 1,3x103 1,7 x 10* 1,6 x 10* 8,3 x10°% 6,3 x 102 52x10*

NSP-DMAE-BGG 1,2x10* 6,8 x 10 1,3x10* 8,1 x10°% 1,8 x 103 3,9x10*

NSP-DMAE-FBN 9,4 x10% 7,1x10% 6,2 x 10 6,3 x 10 3,7x10* 1,2x10*
PMP = anticuerpo PMP-anti-TSH
M280 = Anticuerpo policlonal de cabra anti-PTH Dynal M280 unido a estreptavidina y biotinilado
M270 = Anticuerpo monoclonal de ratén anti-cTnl unido a estreptavidina Dynal M270

En otra realizacion ejemplar de acuerdo con el protocolo de los Ejemplos 16 y 17, el conjugado de NSP-DMAE-avidina se
etiquetd con los otros compuestos amino-reactivos que contienen zwitterion (compuesto Z2-PFP 1d, compuesto Z4-PFP
3c y compuesto ZPB-PFP 4c) descritos en la Figura 1 para determinar su eficacia para disminuir la unién inespecifica de
los conjugados de avidina. Los resultados de estas mediciones se tabulan en la Tabla 3 e indican que todas las etiquetas
de zwitterion son eficaces para reducir la unién inespecifica de los conjugados de avidina. Utilizando las particulas PMP
como ejemplo, el valor fNSB de la NSP-DMAE-avidina (1,3 x 10-%) se reduce a 4,1 x 10* mediante el etiquetado con 10
equivalentes de Z2-PFP; 5,0 x 10* mediante el etiquetado con 20 equivalentes de Z4-PFP y 5,7 x 10 mediante el
etiquetado con 10 equivalentes de la etiqueta de fosfobetaina, ZPB-PFP. Se observaron resultados similares en las demas
particulas.

Tabla 3

# num. de etiquetaslFase sélida
Compuestos que contienen zwitterion zwitterionicas en I3

entrada PMP M280 M270
Control NSP-DMAE-A.VD' ,sm sustancias queO 11 B 1.8 x104 2,4 B

contengan zwitterién x10 x10

1d Z2-PFP 10 4,1x10% 8,4x10% [2,3x10*
2¢ 23-PFP 10 X [88x10° 32x 10
2c Z3-PFP 20 2,6 x 10* 16,5x10° |1,2x10*
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3c Z4-PFP 20 5,0x 10* [8,7x10°% [2,5x 10*
4c ZPB-PFP 10 5,7 x 10* [1,0x10% |4,6 x 10*
4c ZPB-PFP 20 3,4x10* [7,7x10°% |1,6 x 10*

PMP = anticuerpo PMP-anti-TSH
M280 = Anticuerpo policlonal de cabra anti-PTH Dynal M280 unido a estreptavidina y biotinilado
M270 = Anticuerpo monoclonal de ratén anti-cTnl unido a estreptavidina Dynal M270

Ademas de los compuestos que contienen zwitterién reactivos a la amina, la Figura 1 también proporciona estructuras de
etiquetas zwitterién reactivas al tiol (compuestos 6b y 7a), asi como las estructuras de compuestos que contienen
zwitterion con grupos funcionales amina nucleofilicos (compuestos 5¢ y 8c). Estos compuestos que contienen zwitterion
permiten utilizar diferentes quimicos para introducir estas estructuras zwitterionicas para mejorar la solubilidad acuosa y
disminuir la unién no especifica de diversas moléculas. Los compuestos reactivos a tiol, por ejemplo, pueden utilizarse
para cubrir fracciones de tiol libres en péptidos, proteinas, etc. para evitar la agregacién mediada por la oxidacion por tiol.
El compuesto 5¢, con una fraccién amino, puede utilizarse para modificar los grupos carboxilo de péptidos, proteinas, etc.
para mejorar su solubilidad.

El compuesto 8c tiene dos grupos amino y puede utilizarse como enlazador para conjugar dos moléculas cualesquiera.
Por ejemplo, 8c puede utilizarse para fabricar trazadores donde una etiqueta fluorescente o quimioluminiscente puede
conjugarse con un hapteno. Dos ejemplos de tales conjugados se ilustran en la Figura 2b, que muestra las estructuras de
conjugados de fluoresceina de progesterona, un esteroide, y FK506, un farmaco inmunosupresor. EI compuesto
zwitteriénico 8c, que contiene dos aminas se utilizé para conjugar la molécula de fluoresceina fluorescente a los dos
haptenos como se describe en detalle en el Ejemplo 11.

El compuesto 8d, Di-Z-NHS, de la Figura 1 es ilustrativo de un reactivo de reticulacion zwitteriénico, homobifuncional, con
dos grupos funcionales éster N-hidroxisuccinimida, reactivos a aminas, que puede utilizarse para conjugar dos péptidos,
proteinas u otras macromoléculas. La sintesis de este compuesto se describe en el Ejemplo 8. El Ejemplo 13 ilustra la
conjugacion de dos péptidos hidrofébicos, penta(fenilalanina) y el tetrapéptido Phe-Gly-Phe-Gly usando el compuesto 8d.
En esta secuencia de reacciones descrita en el Ejemplo 13, el grupo a-amino de la penta(fenilalanina) se hizo reaccionar
primero con un exceso del compuesto 8d, seguido de un paso de purificacion y posterior reaccién de la conjugacion
zwitteridnica de la penta(fenilalanina) 13a con el grupo a-amino del tetrapéptido. El nopéptido final 13b que comprende
los dos péptidos hidrofébicos unidos por el reactivo 8d que contiene sulfobetaina se formé limpiamente.

El compuesto 9e, Z-maleimida-NHS, de la Figura 1 es una realizacion particularmente preferida de un reactivo de
reticulaciéon zwitterionico, heterobifuncional, con un éster N-hidroxisuccinimida reactivo a la amina, asi como un grupo
maleimida reactivo al tiol que puede utilizarse para la conjugacién. La sintesis de este compuesto se describe en el
Ejemplo 9. El Ejemplo 14 ilustra la conjugacion de dos péptidos, penta(fenilalanina) y el dipéptido Cys-Gly utilizando 9e.
En la primera etapa de la reaccion, descrita en el Ejemplo 14, el grupo a-amino de la penta(fenilalanina) se hizo reaccionar
con el éster N-hidroxisuccinimida de 9e para dar el pentapéptido modificado con sulfobetaina que también contiene el
grupo maleimida. En la segunda etapa, la fraccién de sulfhidrilo del dipéptido Cys-Gly se hizo reaccionar con el grupo
maleimida para dar el conjugado de heptapéptido 14b.

En resumen, la presente invenciéon proporciona varios compuestos que contienen zwitterion que son utiles para la
modificacién de moléculas hidrofébicas para mejorar su solubilidad acuosa asi como para disminuir su unién no especifica
a fases sodlidas. La presente invencion también describe enlazadores que contienen zwitterion para mejorar la solubilidad
acuosa de etiquetas detectables como la fluoresceina y la biotina, asi como enlaces reticulados zwitteridnicos utiles para
preparar conjugados de péptidos, proteinas y otras macromoléculas.

Ejemplo 1
Sintesis de Z2-PFP, compuesto 1d
a) Compuesto 1a

Una mezcla de clorhidrato de 4-dimetilaminobutirico (2 g, 0,012 mol, Aldrich), acido p-toluenosulfénico (1,53 g, 1,05
equivalentes) y alcohol bencilico (2,2 g, 0,0204 mol) en tolueno anhidro (50 mL) se sometié a reflujo bajo atmésfera de
nitrégeno con eliminacidn azeotrépica de agua. Después de 2 horas, la reaccién se enfrid a temperatura ambiente y se
diluyé con agua (75 mL) y acetato de etilo (50 mL). La disolucion acuosa que contenia el producto se extrajo tres veces
con acetato de etilo (3 x 50 mL). El pH de la solucion acuosa se ajusté a pH 9 con KOH al 5 % y la suspension resultante
se extrajo con acetato de etilo (2 x 50 mL). Los extractos combinados de acetato de etilo se secaron sobre sulfato de
magnesio anhidro, se filtraron y se concentraron a presién reducida para dar un aceite viscoso. Rendimiento = 0,9 g (34

14



10

15

20

25

30

35

40

ES2941663 T3

%).
b) Compuesto 1b

Una mezcla del compuesto 1a, (0,1 g, 0,45 mol), 2-bromoetanosulfonato sddico (0,19 g, 2 equivalentes) y 2,6-di-terc-
butilpiridina (99 L, 0,45 mol) en [BMIM]BF4] (1 mL, Aldrich) se calent6 en un bafo de aceite a 150 °C con agitacion enérgica
durante 16 horas. Después se enfrid la reaccion a temperatura ambiente y se retird una pequefia porcién de la mezcla de
reaccion, se diluyé con metanol/agua y se analizé por HPLC analitica usando una columna Phenomenex, C1s, 4,6 x 250
mm y un gradiente de 30 minutos de 10 — 70 % MeCN/agua (con 0,05 % TFA) a una velocidad de flujo de 1,0 mL/minuto
y deteccion UV a 260 nm y 220 nm. El producto se observo eluyendo a Ta = 13,3 minutos (- 40 % de conversion). La
mezcla de reaccion se prepard diluyéndola con agua (15 mL) y lavando esta solucion con acetato de etilo (2 x 25 mL). A
continuacién, la disolucién acuosa se trat6 con 3 a 4 gotas de amoniaco y se extrajo de nuevo con acetato de etilo (2 x 25
mL). La disolucién acuosa se concentré aproximadamente a 7 mL por evaporacion rotatoria. El producto se purificéd por
HPLC preparativa utilizando una columna YMC, Cis, 30 x 250 mm y el mismo gradiente descrito anteriormente a una
velocidad de flujo de 20 mL/minuto. Las fracciones de HPLC que contenian producto se combinaron y concentraron a
presion reducida. Rendimiento = 30 mg (20 %, sdlido blanco); MALDI-TOF MS 330,6 observado.

c) Compuesto 1c

Una solucion del compuesto 1b en metanol acuoso al 10 % (20 mL) se hidrogend sobre 30 mg de paladio sobre carbon
al 5 % a temperatura ambiente durante 48 horas. La suspension se filtré y el catalizador se enjuagd con metanol acuoso
1:1 (6 mL). El filtrado combinado se concentrd a presiéon reducida. Rendimiento = 26 mg (cuantitativo); MALDI-TOF MS
240,5 observado.

d) Compuesto 1d

Una solucién del compuesto 1¢ (25 mg, 0,104 mmol) y pentafluorofenol (45 mg, 0,25 mmol) en 1:1 HCI 0,1 N/MeCN (4
mL) se traté con EDC.HCI (50 mg, 2,5 equivalentes). La reaccion se agitd a temperatura ambiente. Después de 1,5 horas,
el analisis por HPLC, como se describe en la seccion (b), indicé que el producto eluia a Ta = 17 minutos. El producto se
purificd por HPLC preparativa usando una columna YMC, C18, 30 x 250 mm y un gradiente de 30 minutos de 10 — 100
% MeOH/agua (con 0,05 % de TFA) por encima a un velocidad de flujo de 20 mL/minuto. Las fracciones del producto que
eluyeron a los 27 minutos se recogieron, se diluyeron con un volumen igual de agua, se congelaron a -80 °C y se liofilizaron
hasta sequedad. Rendimiento = 13,2 mg (31 %); MALDI-TOF MS 406,6 observado.

Las siguientes reacciones describen la sintesis de Z2-PFP, compuesto 1d.

OH
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Ejemplo 2

Sintesis de Z3-PFP, compuesto 2¢
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a) Compuesto 2a

Una disolucion del compuesto 1a (0,2 g, 0,905 mmol) en dimetilformamida (DMF) anhidro (5 mL) se traté con 1,3-
propanosultona (0,165 g, 1,5 equivalentes) y 2,6-di-terc-butilpiridina (0,24 mL, 1,2 equivalentes). La reaccion se calento a
150 °C bajo atmésfera de nitrégeno. Después de 1 hora, se realizé6 un analisis por HPLC utilizando una columna
Phenomenex, C'8, 4,6 x 250 mm y un gradiente de 40 minutos de 10 — 40 % MeCN/agua (con 0,05 % TFA) a una
velocidad de flujo de 1,0 mL/minuto y deteccion UV a 260 nm y 220 nm. Se observé que el producto eluia a TA = 14
minutos con el material de partida a TA = 13 minutos. La reaccion se enfrié a temperatura ambiente y el disolvente se
elimind a presién reducida. El residuo se dividié entre acetato de etilo (50 mL) y agua (50 mL). La solucion acuosa se
separd y se lavo con acetato de etilo (2 x 50 mL). La disoluciéon acuosa se tratd con 5 gotas de amoniaco y se volvio a
extraer con acetato de etilo (2 x 25 mL). La soluciéon acuosa se concentré a presion reducida para obtener una goma
pegajosa. Rendimiento = 0,35 g; MALDI-TOF MS 344,3 observado.

b) Compuesto 2b

Una solucion del compuesto 2a (0,42 g, 1,22 mmoles) en metanol (40 mL) se traté con 0,25 g de paladio al 10 % sobre
carbon. La suspension se hidrogeno en un agitador Parr a 2,8 kg/cm? (40 psi) durante 2 horas a temperatura ambiente.
La reaccion se filtrd y la solucién de metanol se concentré a presion reducida para obtener un solido blanco. Rendimiento
= 0,234 g (cuantitativo); MALDI-TOF MS 254,3 observado

c) Compuesto 2¢

Una disolucién del compuesto 2b (0,114 g, 0,45 mmol) en una mezcla 1:1 de HCI 0,1 N/MeCN (6 mL) se traté con
pentafluorofenol (0,125 g, 1,5 equivalentes) y EDC/HCI (0,230 g, 2,5 equivalentes). La reaccion se agité a temperatura
ambiente. Después de 1 hora, se realiz6 un analisis por HPLC utilizando una columna Phenomenex, C'8, 4,6 x 250 mm y
un gradiente de 40 minutos de 10 — 60 % MeCN/agua (con 0,05 % TFA) a una velocidad de flujo de 1,0 mL/minuto y
deteccion UV a 260 nm y 220 nm. El producto se observo eluyendo a TA = 18 minutos. La mezcla de reaccién cruda se
purificé por HPLC usando una columna YMC, C1s, 30 x 250 mm y un gradiente de 40 minutos de 10 — 60 % MeCN/agua
(con 0,05 % TFA) por encima a una velocidad de flujo de 20 mL/minuto. Las fracciones de HPLC que contenian producto
se congelaron a -80 °C y se liofilizaron hasta sequedad. Rendimiento = 78 mg (41 %); MALDI-TOF MS 420 observado.

Las siguientes reacciones describen la sintesis de Z3-PFP, compuesto 2c.
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Ejemplo 3
Sintesis de Z4-PFP, compuesto 3¢
a) Compuesto 3a

Una mezcla del compuesto 1a (0,15 g, 0,68 mmol) y 1,4-butano sultona (0,185 g, 2 equivalentes) en DMF anhidro (5 mL)
se calento6 a 140-145 °C bajo atmdsfera de nitrdgeno durante 16 horas. A continuacion, la reaccion se enfrié a temperatura
ambiente y el disolvente se eliminé a presién reducida. El residuo se repartié entre agua (30 mL) y acetato de etilo (30
mL). La capa acuosa se lavé una vez con acetato de etilo (30 mL). La solucién acuosa se traté con dos gotas de amoniaco
y se extrajo con acetato de etilo (30 mL). El analisis por HPLC se realiz6 utilizando una columna "PRODIGY" Phenomenex,
C18,10 x 250 mm y un gradiente de 40 minutos de 10 — 40 % MeCN/agua (con 0,05 % TFA) a una velocidad de flujo de
4,0 mL/minuto y deteccion UV a 260 nm. El producto se observo eluyendo como un pico muy agudo a TA = 20 minutos
con solo un rastro de material de partida a TA = 25 minutos. La solucién acuosa se concentré a presion reducida para
obtener un sélido marrén y pegajoso. Rendimiento = 0,3 g; MALDI-TOF MS 358,2 observado.
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b) Compuesto 3b

El compuesto bruto 3a (0,3 g, 0,84 mmol) se disolvié en metanol (25 mL) y se traté con platino al 5 % sobre carbén (0,3
g). La reaccion se hidrogené a temperatura ambiente durante 3 dias a temperatura ambiente utilizando un globo. La
reaccion se filtr6 y el catalizador se enjuagé con metanol (10 mL). La solucién de metanol se concentré a presion reducida
para obtener un sdlido pegajoso. Rendimiento = 0,245 g (cuantitativo); MALDI-TOF MS 268,3 observado

c) Compuesto 3¢

a) Una solucién del compuesto 3b (0.16 g, 0,6 mmol) y pentafluorofenol (0,165 g, 1,5 equivalentes) en 1:1, 0,1 N
HCI/MeCN (6 mL) se traté con EDC.HCI (0,286 g, 2,5 equivalentes). La reaccion se agité a temperatura ambiente.
Después de 1 hora, se realiz6 un andlisis por HPLC utilizando una columna Phenomenex, C1s, 4,6 x 250 mm y un gradiente
de 30 minutos de 10 — 70 % MeCN/agua (con 0,05 % TFA) a una velocidad de flujo de 1,0 mL/minuto y deteccion UV a
260 nm. El producto se observé eluyendo a TA = 19 minutos. La mezcla de reaccién cruda se purificé por HPLC usando
una columna YMC, C+s, 30 x 250 mm y un gradiente de 30 minutos de 10 — 100 % MeOH/agua (con 0,05 % TFA) por
encima a una velocidad de flujo de 20 mL/minuto. Las fracciones de HPLC que contenian producto se diluyeron con 2
volumenes de agua, se congelaron a 80 °C y se liofilizaron hasta sequedad. Rendimiento = 120 mg (46 %); MALDI-TOF
MS 434,5 observado.

Las siguientes reacciones describen la sintesis de Z4-PFP, compuesto 3c.
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Ejemplo 4

Sintesis de ZPB- PFP, compuesto 4c
a) Compuesto 4a

Una mezcla del compuesto 1a (0,1 g, 0,45 mmol) y éster de n-propilciclofosfato (0,112 g, 1,5 equivalentes, sintetizado a
partir de 1,3,2-dioxafofolano-2-6xido y n-propanol como describen Peresypkin y Menger en Org. Lett. 1999, 9, 1347-1350)
en [BMIM][BF4] (1 mL) se calent6 a 150 °C durante 3 horas. A continuacion, la reaccion se enfrié a temperatura ambiente
y se retird una porcion (5 yL), se diluyé con metanol (0,1 mL) y se analizé por HPLC usando una columna Phenomenex,
C1s, 4,6 x 250 mm y un gradiente de 30 minutos de 10 — 70 % MeCN/agua (con 0,05 % TFA) a una velocidad de flujo de
1,0 mL/minuto y deteccion UV a 260 nm. El producto (>50 % de conversion) se observo eluyendo a TA = 21 minutos.
Después, la mezcla de reaccion se procesd como se describe en la seccion (b), Ejemplo 1. La mezcla de reaccion bruta
se purificd por HPLC usando una columna YMC, C+s, 30 x 250 mm y un gradiente de 30 minutos de 10 — 100 %
MeOH/agua (con 0,05 % de TFA) por encima a una velocidad de flujo de 20 mL/minuto. Las fracciones de HPLC que
contenian producto se concentraron a presion reducida. Rendimiento = 100 mg (57 %); MALDI-TOF MS 388,9 observado.

b) Compuesto 4b
Una disolucién del compuesto 4a (0,1 g, 0,26 mmol) en metanol (20 mL) se traté con 0,1 g de platino al 5 % sobre carbon

y se hidrogené a temperatura ambiente utilizando un globo. Después de 16 horas, la reaccién se filtré y el filirado se
concentrd a presion reducida. Rendimiento = 78 mg (cuantitativo); MALDI-TOF MS 298,3 observado.
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c) Compuesto 4c

Una solucion del compuesto 4b (40 mg, 0,134 mmol) y pentafluorofenol (37 mg, 1,5 equivalentes) en 1:1,0,1 N HCI/MeCN
(4 mL) se traté con EDC.HCI (64 mg, 2,5 equivalentes). La reaccion se agité a temperatura ambiente. Después de una
hora, se realizé un analisis por , HPLC utilizando una columna Phenomenex, C1s, 4,6 x 250 mm y un gradiente de 30
minutos de 10 — 70 % MeCN/agua (con 0,05 % TFA) a una velocidad de flujo de 1,0 mL/minuto y deteccién UV a 260
nm. El producto se observé eluyendo a TA = 26 minutos. La mezcla de reaccién cruda se purificé por HPLC usando una
columna YMC, C+s, 30 x 250 mm y un gradiente de 30 minutos de 10 — 70 % MeCN/agua (con 0,05 % TFA) por encima
a una velocidad de flujo de 20 mL/minuto. Las fracciones de HPLC que contenian producto se congelaron a -80 °C y se
liofilizaron hasta sequedad. Rendimiento = 5,5 mg (9 %); MALDI-TOF MS 464,4 observado.

Las siguientes reacciones describen la sintesis de ZPB- PFP, compuesto 4c.
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Ejemplo 5

Sintesis de Z-NHz, compuesto 5¢
a) Compuesto 5a

Una solucion de N,N-dimetiletilendiamina (2,00 g, 21,55 mmoles) disuelta en cloroformo (15 mi) se afadié gota a gota a
una solucion agitada de N-(benciloxicarboniloxi)succinimida (6,30 g, 24,79 mmoles, Aldrich) en cloroformo (25 mL) bajo
una atmosfera de nitrégeno y a 0 °C. La mezcla de reaccién se agité a 0 °C durante 1 hora y a temperatura ambiente
durante 1 hora. La mezcla de reaccién resultante se diluyé con cloroformo (40 mL) y se lavé con bicarbonato de sodio
acuoso saturado (3 x 20 mL). La capa organica se separod y se sec6 sobre sulfato sddico anhidro. El filtrado se concentrd
para dar 5,16 g de un aceite ligeramente rosado como el producto deseado. MALDI-TOF MS 223,5 observado.

b) Compuesto 5b

El compuesto 5a (1,00 g, 4,5 mmol) se disolvié en acetato de etilo anhidro (5 ml) en un tubo sellado y se afadié 1,3-
propanesultona (1,10 g, 9,0 mmol) bajo atmdsfera de nitrégeno. El tubo sellado se calentdé a 90 °C durante 16 horas y
después se enfrid a temperatura ambiente. Los precipitados blancos se filtraron y se lavaron con acetato de etilo anhidro
(20 ml x 3). El sdlido blanco resultante se seco a alto vacio para dar 1,31 g (85 %) del producto deseado. MALDI-TOF MS
344 ,9 observado.

c) Compuesto 5¢

El compuesto 5b (580 mg, 1,7 mmol) se disolvié en metanol / agua (95/5, 40 ml) y se afiadi6 paladio al 10 % sobre carbon
activado (58 mg). La reaccion se hidrogend usando un globo) durante 4 horas a temperatura ambiente. A continuacion, la
mezcla de reaccion se filtré y el filtrado se concentr6 hasta sequedad para dar un sélido blanco como producto deseado.
MALDI-TOF MS 211 observado.

Las siguientes reacciones describen la sintesis de Z-NH2, compuesto 5c.
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Ejemplo 6

Sintesis de Z-maleimida-1, compuesto 6b

Se trat6 una solucién de metoxicarbonimaleimida (0,183 g, 0,0012 mol, Keller y Rudinger Hel. Chim. Acta. 1975, 58, 531-
541) en THF anhidro (5 mL) con N, N-dimetiletilendiamina (64 uL, 0,5 equivalentes). La reaccién se agité a temperatura
ambiente y tras 1 hora, la TLC sobre silice utilizando MeOH como eluyente mostré la formacion de un producto polar 6a
(Rf ~ 0,2, estrias). El analisis espectral de masas MALDI-TOF de la mezcla de reaccién bruta mostré un ion producto
fuerte a 169,5. La mezcla de reaccion se filtrdé a través de lana de vidrio y el filirado se tratd con sultona de propano
destilada (0,288 g, 2 equivalentes). La reaccion se sometié a reflujo bajo atmosfera de nitrégeno durante 4 a 5 horas. Se
observo que se habia formado un precipitado blanco en la reaccidn. La reaccion se diluyé con acetato de etilo (10-15 mL)
y se enfri6 en el frigorifico durante 36 horas para completar la precipitacion. El producto se recogi6 por filtracion y se aclaré
con acetato de etilo (5 mL). A continuacién, el sélido pegajoso se disolvié en agua (10 mL, que contenia 0,05 % de TFA).
El analisis espectral de masas MALDI-TOF mostr6 un ion fuerte a 291,5 que indicaba producto y ningun material de
partida. La solucion acuosa se congelé a -80 °C y se liofilizd para dar un polvo blanco esponjoso. Rendimiento = 53 mg
(20 %).

Las siguientes reacciones describen la sintesis de Z-maleimida-1, compuesto 6b.
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Ejemplo 7
Sintesis de Z-maleimida-2, compuesto 7a

A una disolucion del compuesto 5¢ (21,0 mg, 0,1 mmol)y acido4-maleimidobutirico (18,3 mg, 0,1 mmol) en dimetilsulféxido
anhidro (1 ml) se afiadi6 diisopropiletilamina (35 ul, 0,2 mmol) y reactivo BOP (66,2 mg, 0,15 mmol). La reaccion se agitd
a temperatura ambiente durante 1 hora. La mezcla de reaccién cruda se purificé por HPLC usando una columna YMC,
C1s, 30 x 250 mm y un gradiente de 40 minutos de 0 — 40 % MeCN/agua (con 0,05 % TFA) por encima a una velocidad
de flujo de 20 mL/minuto. Las fracciones de HPLC que contenian producto se congelaron a -80 °C y se liofilizaron hasta
sequedad. Rendimiento = 43 mg (cuantitativo); MALDI-TOF MS 376,7 observado.

Las siguientes reacciones describen la sintesis de Z-maleimida-2, compuesto 7a.
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Ejemplo 8

Sintesis de Z-diamina, compuesto 8c y Z-Di-NHS, compuesto 8d

a) Compuesto 8a

Se tratd una disoluciéon de N,N-bis(3-aminopropil)metilamina (1 g, 6,9 mmoles, TCI) en cloroformo (40 mL) con
benciloxicarbonilsuccinimida (3,78 g, 2,2 equivalentes). La reaccion se agité a temperatura ambiente durante 16 horas. El
analisis por TLC sobre silice de la mezcla de reaccién usando metanol al 15 % en acetato de etilo mostré la formacion de
un producto polar en una reaccién limpia. La mezcla de reaccién se diluyé con cloroformo (40 mL) y se lavé con disolucion
acuosa saturada de bicarbonato de sodio. A continuacion, se secé sobre sulfato de magnesio anhidro, se filtré y se
concentré a presion reducida para obtener un aceite viscoso que se solidifico al almacenarlo hasta convertirse en un sélido
ceroso. Rendimiento = 3,2 g; MALDI-TOF MS 414,4 observado.

b) Compuesto 8b

Una solucién del compuesto 8a (1,2g, 2,9 mmoles) en DMF anhidro (15mL) se traté con 1,3-propanosultona (0,71 g, 2
equivalentes). La reaccién se calenté a 145 °C bajo nitrdgeno durante 1 hora. El analisis por HPLC de una pequefia
porcion de la mezcla de reaccion se realizé utilizando una columna Phenomenex, C1s de 4,6 mm x 25 cm y un gradiente
de 30 minutos de 10 — 70 % B (A = agua con 0,05 % de TFA, B = MeCN con 0,05 % de TFA) a una velocidad de flujo de
1,0 mL/minuto y deteccion UV a 260 nm. Se observo que el producto eluia a TA = 19,6 minutos (-80 % de conversién)
con el material de partida eluyendo a TA = 21,6 minutos. La mezcla de reaccion se concentré a presion reducida y el
aceite recuperado se disolvio en metanol (20 mL). El analisis por TLC sobre silice usando metanol al 40 %, acetato de
etilo al 60 % indic6 una separacion limpia del producto (Rf ~0,2) del material de partida (Rf ~0,3). La reaccién anterior se
repitid a la misma escala y la mezcla de reaccién combinada se purificé por cromatografia flash sobre silice usando
metanol al 40 %, acetato de etilo al 60 % como eluyente. Rendimiento = 1,55 g (60 %); espuma blanca; MALDI-TOF MS
536,4 observada.

c) Compuesto 8c

El compuesto 8b (0,8 g, 1,49 mmoles) se agité en 15 mL de HBr/AcOH al 33 % a temperatura ambiente durante 24 horas.
Después se afiadio éter (100 mL) y se separé un solido granular blanco. Se dejé sedimentar el producto y se decanté el
éter. Este proceso se repitié dos veces con éter (2 x 50 mL). Finalmente, el producto se secé al vacio. El aceite viscoso
recuperado se disolvié en 5 a 6 mL de agua, se congel6 a -80 °C vy se liofilizé hasta sequedad para obtener un sélido
vitreo. Rendimiento = 0,766 g (cuantitativo); MALDI-TOF MS 268,2 observado. El analisis por TLC sobre silice usando
amoniaco al 25 %, metanol al 75 % y ninhidrina para visualizacion mostré una unica mancha de Rf ~ 0,2.

d) Compuesto 8d

Una solucion del compuesto 8c (25 mg, 56 (umoles) en DMSO (1 mL) se tratdé con diisopropiletilamina (39 uL, 4
equivalentes) y esta solucion se afiadio gota a gota a una solucién de carbonato de disuccinimidilo (96 mg, 0,37 mmol)
en DMSO (2 mL). La reaccién se agitdé a temperatura ambiente. Después de 30 minutos, una porcion de la mezcla de
reaccioén se analizé por HPLC utilizando una columna Phenomenex, C1s de 4,6 mm x 25 cm y un gradiente de 30 minutos
de 0 — 40 % B (A = agua con 0,05 % de TFA, B = MeCN con 0,05 % de TFA) a una velocidad de flujo de 1,0 mL/minuto
y deteccion UV a 220 nm. El producto se observo eluyendo a TA = 10 minutos. La mezcla de reaccion cruda se purificd
por HPLC usando una columna YMC, C1s, 30 x 250 mm y un gradiente de 40 minutos de 0 — 40 % MeCN/agua (con 0,05
% TFA) por encima a una velocidad de flujo de 20 mL/minuto. Las fracciones de HPLC que contenian producto se
congelaron a -80 °C y se liofilizaron hasta sequedad. Rendimiento = 15 mg (50 %); MALDI-TOF MS 549,8 observado.
Las siguientes reacciones describen la sintesis de Z-Di-NHS, compuesto 8d.
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Ejemplo 9

Sintesis de Z-maleimida-NHS, compuesto 9e
a) Compuesto 9a

Una disolucién del compuesto 5¢ (105 mg, 0,5 mol) en DMSO anhidro (2 mL) se traté con trietilamina (70 uL, 0,5 mmol) y
éster de N-a-t-BOC-N-¢-CBZ-lisina-N-hidroxsuccinimida (239 mg, 0,5 mmol, Aldrich). La suspension se agitdé a
temperatura ambiente durante 24 horas y después se analizé por HPLC usando una columna YMC, C15,50 x 4,0 mm, 3
micras y un gradiente de 10 minutos de 10 — 90 % MeCN/agua (con 0,05 % TFA) a una velocidad de flujo de 1,0
mL/minuto y deteccién UV a 260 nm. Se observé que el producto eluia a TA = 6,2 minutos. El producto se purificé por
HPLC preparativa usando una columna YMC, C+s, 30 x 250 mm y un gradiente de 30 minutos de 10 — 70 % MeCN/agua
(con 0,05 % TFA) a una velocidad de flujo de 20 mL/minuto. La fraccion del producto se recogio, se congelé a - 80 °C y
se liofilizé. El producto se obtuvo como polvo blanco. Rendimiento = 225 mg (79 %); MALDI-TOF MS 572,6 observado.

b) Compuesto 9b

El compuesto 9a (200 mg, 0,35 mmol) se afiadié a una mezcla de MeOH y H20 (20 ml, 95/5). A continuacion, se afadioé
Pd/C al 10 % (20 mg). La suspension resultante se hidrogeno a temperatura ambiente usando un globo durante 4 horas.
A continuacion, se filtré la mezcla de reaccion. El filtrado se concentré a presiéon reducida a temperatura ambiente. El
producto deseado se obtuvo como un aceite claro. Rendimiento = 176 mg, (cuantitativo); MALDI-TOF MS 440,3
observado.

c) Compuesto 9¢

Una solucion del compuesto 9b (176 mg, 0,4 mmol) en DMSO anhidro (4 mL) se traté con éster de N-hidroxsuccinimida
del acido 4-maleimidobutirico (50 mg, 0,178 mmol, Thermo) y trietilamina (54 uL, 0,4 mmol). La reaccion se agité a
temperatura ambiente. Después de 1 a 2 horas, se realiz6 el analisis por HPLC utilizando una columna Phenomenex, Crs,
4,6 x 250 mm y un gradiente de 40 minutos de 0 — 40 % MeCN/agua (con 0,05 % TFA) a una velocidad de flujo de 1,0
mL/minuto y deteccién UV a 260nm y 220 nm. El producto se observé eluyendo a TA = 27.5 minutos. La mezcla de
reaccioén cruda se purificé por HPLC usando una columna YMC, C1s, 30 x 250 mm y un gradiente de 40 minutos de 0 —
40 % MeCN/agua (con 0,05 % TFA) a una velocidad de flujo de 20 mL/minuto. Las fracciones de HPLC que contenian
producto se congelaron a -80 °C y se liofilizaron hasta sequedad. Rendimiento = 45 mg (40 %); MALDI-TOF MS 604,9
observado.

d) Compuesto 9d

Una disolucion del compuesto 9¢ (25 mg, 41 pmoles) en &cido trifluoroacético (2 mL) se agité en un bafo de hielo durante
3 horas. A continuacién, se afiadié éter anhidro (75 mL) a la mezcla de reaccion para precipitar el producto, que se recogié
por filtracion y se enjuagé con éter. A continuacion, el producto se disolvié en metanol (15-20 mL) y se analiz6 por HPLC
como se describe en el Ejemplo 9, apartado (c). El producto se observé eluyendo a TA = 13,7 minutos (conversion
completa). La solucion de metanol se diluyé con tolueno anhidro (10 mL) y después se concentrd a presion reducida para
obtener un sélido pegajoso blanco. Rendimiento = 45 mg (cuantitativo); MALDI-TOF MS 504,4 observado.
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b) Compuesto 9e

Una solucion del compuesto 9d bruto (24 mg, 38,6 (umoles) y glutarato de disuccinimidilo (50 mg, 4 equivalentes, Thermo)
en DMSO anhidro (2 mL) se trat6 con trietilamina (6 pL, 1,1 equivalentes). La reaccién se agité a temperatura ambiente.
Transcurridos 15 minutos, se realizé el analisis por HPLC descrito en el Ejemplo 9, apartado (c). El producto se observo
eluyendo a TA = 24 minutos. El producto se purificod por HPLC preparativa como se describe en el Ejemplo 9, apartado
(c). Las fracciones de HPLC que contenian producto se congelaron a -80 °C y se liofilizaron hasta sequedad. Rendimiento
=8 mg (30 %); MALDI-TOF MS 717,1 observado.

Las siguientes reacciones describen la sintesis de compuesto 9e.
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Ejemplo 10
Sintesis de Biotina-Z-NH2, compuesto 10a y Biotina-Z-NHS, compuesto 10b
a) Compuesto 10a

Se afadié gota a gota una solucion de éster de biotina-p-nitrofenilo (11 mg, 30 (umoles) en DMF anhidro (1,5 mL) a una
solucion agitada del compuesto 8c (40 mg, 89,4 (umoles, sal HBr) disuelto en una mezcla de agua (0,8 mL) y carbonato
de sodio 0,1 M pH 9 (1,0 mL). La reaccion se agité a temperatura ambiente. Transcurridos 30 minutos, se realiz6 el analisis
por HPLC de una pequeia porcion de la mezcla de reaccién utilizando una columna Phenomenex, C1s de 4,6 mm x 25
cm y un gradiente de 40 minutos de 0 — 40 % B (A = agua con 0,05 % de TFA, B = MeCN con 0,05 % de TFA) a una
velocidad de flujo de 1,0 mL/minuto y deteccion UV a 220 nm. El producto se observé eluyendo a TA = 13 minutos. El
producto se purificé por HPLC preparativa como se describe en el Ejemplo 4, seccién (c) usando el gradiente anterior.
Las fracciones de HPLC que contenian producto se concentraron a presién reducida. Rendimiento = 18.2 mg
(cuantitativo); MALDI-TOF MS 494 observado.

b) Compuesto 10b

Una solucion del compuesto 10a (18,2 mg, 37 (umoles) en metanol (2 mL) se traté con diisopropiletilamina (32,2 L, 5
equivalentes) y anhidrido glutarico (21 mg, 5 equivalentes). La reaccién se agit6 a temperatura ambiente. Después de 30
minutos, el analisis por HPLC como se describe en la seccion (d) mostré el producto eluyendo a TA = 17,5 minutos. El
producto se purificé por HPLC preparativa como se describe en el ejemplo 4, seccion (c) usando un gradiente de 40
minutos de 0 — 40 % MeCN/agua (con 0,05 % TFA). Las fracciones de HPLC que contenian producto se concentraron a
presion reducida. Rendimiento = 19,7 mg (88 %); MALDI-TOF MS 608,5 observado.
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c) Compuesto 10c

Una solucién del compuesto 10b (19,7 mg, 32,4 (umoles) en DMF anhidro (1 mL) se traté con diispropiletilamina (11,3 pL,
2 equivalentes) y TSTU (15 mg, 1,5 equivalentes). La reaccion se agité a temperatura ambiente. Después de 15 minutos,
el analisis por HPLC como se describe en el Ejemplo 10, seccion (a) mostro el producto eluyendo a TA = 22 minutos. El
producto se purific6 por HPLC preparativa como se describe en el Ejemplo 4, seccién (c) usando un gradiente de 40
minutos de 0 — 40 % MeCN/agua (con 0,05 % TFA). Las fracciones de HPLC que contenian producto se congelaron a -
80 °C y se liofilizaron hasta sequedad para obtener un polvo blanco esponjoso. Rendimiento = 6,3 mg (28 %); MALDI-
TOF MS 705 observado.

Las siguientes reacciones describen la sintesis de biotina-Z-NHS, compuesto 10c.
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Ejemplo 11

Sintesis de Fluoresceina-Z-NH2, compuesto 11a, Fluoresceina-Z-NHS, compuesto 11c¢, Fluoresceina-Z-3-CMO-
Progesterona, compuesto 11d, y Fluoresceina-Z-22-CMO-FK506, compuesto 11e.

a) Compuesto 11a

Se afadi6 gota a gota una solucién de éster de carboxifluoresceina-NHS (5 y 6 isomeros, 10 mg, 21,1 (umoles) en DMF
(1 mL) a una solucion agitada del compuesto 8a (28 mg, 62,6 (umoles, sal HBr) disuelto en 1,5 mL de DMF al 25 %,
carbonato de sodio al 75 % 0,1 M pH 9. La reaccidn se agitd a temperatura ambiente. Después de 30 minutos, se realizd
el analisis por HPLC de una pequefia porcion de la mezcla de reaccion utilizando una columna Phenomenex, C1s de 4,6
mm x 25 cm y un gradiente de 30 minutos de 10 — 70 % B (A = agua con 0,05 % de TFA, B = MeCN con 0,05 % de TFA)
a un caudal de 1,0 mL/minuto y deteccién UV a 260 nm. Se observé el producto eluyendo a TA = 12,5 minutos. La mezcla
de reaccion bruta se purificé por HPLC usando una columna YMC, C1s, 30 x 250 mm y un gradiente de 30 minutos de 10
— 70% MeCN/agua (con 0,05 % TFA) a una velocidad de flujo de 20 mL/minuto. Las fracciones de HPLC que contenian
producto se concentraron a presion reducida. Rendimiento = 12,3 mg (93 %); MALDI-TOF MS 626,4 observado.

b) Compuesto 11b
Una solucién del compuesto 9a (12,3 mg, 19,6 (umoles) en metanol (2 mL) se traté con diisopropiletilamina (17 (uL, 5

equivalentes) y anhidrido glutarico (11 mg, 5 equivalentes). La reaccion se agité a temperatura ambiente. Después de 30
minutos, se realizé el analisis por HPLC de una pequefia porcion de la mezcla de reaccion usando una columna
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Phenomenex, C1s 4,6 mm x 25 cm y un gradiente de 30 minutos de 10 — 70 % B (A = agua con 0,05 % de TFA, B =
MeCN con 0,05 % de TFA) a una velocidad de fluja de 1,0 mL/minuto y deteccion UV a 260 nm. Se observd que el
producto eluia a TA = 14,5 minutos junto con un subproducto que eluia a TA = 17,5 minutos (reaccion en el fenol). La
mezcla de reaccion se traté con 0,2 mL de piperidina acuosa 0,5 M y se agité durante 30 minutos. El analisis posterior por
HPLC indicé la hidrdlisis completa del éster fendlico y la formacion limpia de producto eluyendo a TA = 14,5 minutos. La
mezcla de reaccion bruta se purificd por HPLC usando una columna YMC, C+s, 30 x 250 mm y un gradiente de 30 minutos
de 10 — 70 % MeCN/agua (con 0,05 % TFA) por encima a una velocidad de flujo de 20 mL/minuto. Las fracciones de
HPLC que contenian producto se concentraron a presion reducida. Rendimiento = 8,1 mg (56%); MALDI-TOF MS 739,8
observado.

c) Compuesto 11¢ Una solucion del compuesto 9b (12,3 mg, 16,6 (umoles) en DMF anhidro (2 mL) se traté con N-
hidroxisuccinimida (9,6 mg, 5 equivalentes) y EDC.HCI (10 mg, 3 equivalentes). La reaccion se agité a temperatura
ambiente y después de 30 minutos se realiz6 el andlisis por HPLC de una pequefia porcion de la mezcla de reaccién
usando una columna Phenomenex, C1s de 4,6 mm x 25 cm y un gradiente de 30 minutos de 10 — 70 % B (A = agua con
0,05 % de TFA, B = MeCN con 0,05 % de TFA) a una velocidad de flujo de 1,0 mL/minuto y deteccién UV a 260 nm. Se
observo el producto (~30 % de conversion) eluyendo a TA= 16 minutos. Se afiadi6 EDC.HCI adicional (10 mg, 3
equivalentes) y se continud la reaccion. El analisis por HPLC después de 2 h indicd una conversion del ~ 70 %. La mezcla
de reaccion cruda se purificd por HPLC usando una columna YMC, C+s, 30 x 250 mm y un gradiente de 30 minutos de 10
— 70 % MeCN/agua (con 0,05 % TFA) por encima a una velocidad de flujo de 20 mL/minuto. Las fracciones de HPLC
que contenian producto se congelaron a -80 °C y se liofilizaron hasta sequedad. Rendimiento = 10 mg (71 %); MALDI-
TOF MS 836,6 observado.

d) Compuesto 11d

A una solucién anhidro de DMF (1 mL) de progesterona-3-CMO (8,1 mg, 21 umoles), se afiadieron el compuesto 11a (13
mg, 21 pmoles), diisopropiletilamina (7,3 yL, 42 pmoles), y reactivo BOP (13,8 mg, 31 umoles). La reaccion se agité a
temperatura ambiente durante 24 horas y después se analizé por HPLC usando una columna YMC, C+s, 50 x 4,0 mm, 3
micras y un gradiente de 10 minutos de 10 -90 % MeCN/agua (con 0,05 % TFA) a una velocidad de flujo de 1,0 mL/minuto
y deteccién UV a 260 nm. El producto se observo eluyendo a TA = 7.8 minutos. El producto se purificé por HPLC
preparativa usando una columna YMC, C1s, 30 x 250 mm y un gradiente de 30 minutos de 10 — 90 % MeCN/agua (con
0,05 % TFA) a una velocidad de flujo de 20 mL/minuto. La fraccion del producto se recogid, se congel6 a - 80 °C y se
liofiliz6. Se obtuvo un polvo amarillo. Rendimiento = 14.4 mg (70 %); MALDI-TOF MS 995,1 observado.

e) Compuesto 11e

A dimetilformamida anhidro (0,5 mL), se afiadieron FK506-C22-CMO (8,8 mg, 10 umoles, W093/25533), 11a (7,5 mg, 12
pmoles), diisopropiletilamina (4,4 pL, 25 pmoles) y reactivo BOP (8,9 mg, 20 ymoles). La mezcla se agit6 a temperatura
ambiente durante 24 horas. A continuacién, la mezcla de reaccion se analiz6 por HPLC usando una columna Phenomenex
Luna PFP (2), 150 x 4,6 mm, 3 micras usando un gradiente de 20 minutos de 10 — 90 % MeCN/agua (con 0,05 % TFA)
a una velocidad de flujo de 1,0 mL/minuto y deteccién UV a 260 nm y 220 nm. El producto eluy6 a los 14,8-5,1 minutos y
el material de partida eluy6 a los 17,8 minutos. La mezcla de reaccion se purificd usando una columna YMC, C1s, 30 x
250 mm y un gradiente de 30 minutos de 10 — 90 % MeCN/agua (con 0,05 % TFA) a una velocidad de flujo de 20
mL/minuto. Las fracciones de HPLC que contenian producto se congelaron a -80 °C y se liofilizaron hasta sequedad. Se
obtuvo un polvo amarillo (8,2 mg) como producto deseado (MALDI-TOF MS: MH* 1484,30, 55 % de rendimiento).

Las siguientes reacciones describen la sintesis de los compuestos ilustrados en las Figuras 2a y 2b.
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Ejemplo 12
5 Etiquetado de péptidos hidrofébicos con zwitteridén

El siguiente es un procedimiento ilustrativo para el etiquetado de penta(fenilalanina) con Z3-PFP, compuesto 2¢, como se
muestra en la Figura 3b.

10 Una solucién de penta(fenilalanina) (2 mg, 2,65 pmoles) en dimetilsulféxido (0,8 mL) se traté con Z3- PFP, compuesto 2c,

(2 mg, 4,8 (umoles) disuelto en 1:1 dimetilsulféxido/agua (0,1 mL) seguido de carbonato de sodio acuoso (0,1 mL, 100
mM, pH 9). La reaccion se agité a temperatura ambiente durante 16 horas. El analisis por HPLC de una pequeia porcion
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de la mezcla de reaccién se realizé utilizando una columna Phenomenex, C1s 4,6 mm x 25 cm y un gradiente de 30
minutos de 10 — 100 % MeCN/agua (con 0,05 % TFA) a una velocidad de flujo de 1,0 mL/minuto y deteccién UV a 220 y
260 nm. Se observé que el péptido marcado eluia a TA = 18,5 minutos. La mezcla de reaccion cruda se purificd por HPLC
utilizando una columna YMC, C1g,30 x 250 mm y un gradiente de 30 minutos de 10 — 100 % MeCN/agua (con 0,05 % de
TFA) por encima a una velocidad de flujo de 20 mL/minuto. Las fracciones de HPLC que contenian producto se congelaron
a -80 °Cy se liofilizaron hasta sequedad. Rendimiento = 2.4 mg (92 %); MALDI-TOF MS 988,4 observado.

Ejemplo 13
Conjugacion de penta(fenilalanina) con Phe-Gly-Gly-Phe con Z-Di-NHS, compuesto 8d
a) Compuesto 13a

Se afiadié una solucién del compuesto 8d, Z-Di-NHS (4,5 mg, 8,3 (umoles) en dimetilsulféxido anhidro (2 mL) a
penta(fenilalanina) (2 mg, 2,7 umoles) junto con diisopropiletilamina (2 (L, 11,4 ymoles). La reaccion se agit6é a temperatura
ambiente. Después de 16 horas, se realizé un analisis por HPLC de la mezcla de reacciéon usando una columna
Phenomenex, C1s 4,6 mm x 25 cm y un gradiente de 30 minutos de 10 — 100 % MeCN/agua (con 0,05 % de TFA) a una
velocidad de flujo de 1,0 mL/minuto y deteccién UV a 220 nm y 260 nm. El producto 13a (~65 % de conversion) eluyé a
TA = 17 minutos. La mezcla de reaccién cruda se purificé por HPLC usando una columna YMC, C1s, 30 x 250 mm y un
gradiente de 30 minutos de 10 — 100 % MeCN/agua (con 0,05 % TFA) por encima a una velocidad de flujo de 20
mL/minuto. Las fracciones de HPLC que contenian producto se congelaron a -80 °C vy se liofilizaron hasta sequedad.
Rendimiento = 2.0 mg (64 %); MALDI-TOF MS 1187,8 observado.

b) Compuesto 13b

Se agité a temperatura ambiente una mezcla del compuesto 13a (2 mg, 1,68 umoles), Phe-Gly-Gly-Phe (3,6 mg, 5
equivalentes) y diisopropiletilamina (1,5 L, 5 equivalentes) en dimetilsulfoxido (2,5 mL). Después de 1 hora, se realizo el
analisis por HPLC como se describe en el Ejemplo 13, seccion (a). El producto 13b se observé eluyendo a TA = 19
minutos. El producto se purificé como se describe en la seccion (a). Rendimiento = 1.6 mg (63 %); MALDI-TOF MS 1500,2
observado.

Las siguientes reacciones describen la sintesis de un conjugado de penta(fenilalanina) con Phe-Gly-Gly-Phe unido por Z-
Di-NHS, el compuesto 13b.
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Ejemplo 14
Conjugacién de penta(fenilalanina) con Cys-Gly usando Z-Maleimida-NHS, compuesto 9e

Una solucién de penta(fenilalanina) (8 mg, 11,2 pymoles) y compuesto 9e (4 mg, 5,6 pmoles) en DMF anhidra (3 mL) se
tratd con trietilamina (4 pL, 4 equivalentes). La reaccion se agité a temperatura ambiente durante 16 horas y después se
analizé por HPLC usando una columna Phenomenex, C1s 4,6 mm x 25 cm y un gradiente de 30 minutos de 10 — 100 %
MeCN/agua (con 0,05 % TFA) a una velocidad de flujo de 1,0 mL/minuto y detecciéon UV a 220 y 260 nm. El producto 14a
eluyé a TA = 18,4 minutos (MALDI-TOF MS 1355,8 observada). El material de partida 9e eluyd a TA = 10 minutos y se
consumié por completo. A la mezcla de reaccion se anadio el dipéptido Cys-Gly (2 mg, 11,1 ymoles). La reaccion se agitd
a temperatura ambiente. Después de 20 minutos, el analisis por HPLC indico la formacion limpia del heptapéptido 14b
eluyendo a TA = 16,5 minutos sin 14a a TA = 18,4 minutos. El heptapéptido se purificé por HPLC utilizando una columna
YMC, C18,30 x 250 mm y un gradiente de 30 minutos de 10 — 100 % MeCN/agua (con 0,05 % de TFA) por encima a una
velocidad de flujo de 20 mL/minuto. Las fracciones de HPLC que contenian producto se congelaron a-80 °C y se liofilizaron
hasta sequedad. Rendimiento = 8.8 mg (cuantitativo) MALDI-TOF MS 1535.3 observado.

Las siguientes reacciones describen la sintesis del heptapéptido 14b.
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Procedimiento general para el etiquetado de BSA con etiquetas de éster de acidinio y zwitterion Id, 2c, 3c y 4¢ (Tabla 1)

Ejemplo 15

Una solucion de BSA (4 mg, 60 nmoles) en 1 mL de bicarbonato de sodio 0,1 M se traté con 5 equivalentes de 2',6'-
Dimetil-4'-(N-succinimidiloxicarboxil)fenil 10-(3'-Sulfopropil)-acridinium-9-carboxilato (NSP-DMAE-NHS) anadido como
soluciéon en DMF (72 uL de una solucion de 2 mg/mL en DMF). La reaccion se agité a temperatura ambiente durante 4
horas. A continuacion, la reaccién se transfirié a un filtro de amicona de 4 mL (MW 30.000 de corte) y se diluyé con 3 mL
de agua desionizada. El filtro se centrifugd a 4000G durante 8 minutos para reducir el volumen a aproximadamente 0,25
mL. El conjugado final se diluy6 a 0,8 mL con agua desionizada para obtener una solucion de 5 mg/mL. La incorporacién
de la etiqueta éster de acridinio, medida por espectroscopia de masas MALDI-TOF utilizando acido sinnapinico como
matriz, indico la incorporacion de 1,4 etiquetas.

El etiquetado adicional del conjugado de BSA etiquetado con éster de acridinio con las etiquetas de zwitterion Id, 2c, 3¢
y 4c se llevo a cabo de la siguiente manera. El conjugado (0,5 mg, 7,5 nmoles, 100 pL) se diluyé con 100 pL de carbonato
de sodio, pH 9. A este conjugado se le afiadieron cuatro pL de carbonato de sodio. A este conjugado, en cuatro reacciones
separadas, se afiadieron 10 equivalentes de las cuatro etiquetas de zwitterion Id, 2¢, 3¢ y 4c disueltas en DMSO
correspondientes a 12,8 yL de una solucién de 2,5 mg/mL de Id; 16,5 yL de una solucién de 2 mg/mL de 2¢; 16,5 uL de
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una solucioén de 2mg/mL de 3c y 14 uL de una solucién de 2,5 mg/mL de 4c. Las reacciones se agitaron a temperatura
ambiente durante 4 horas y luego se procesaron como se describié anteriormente. La incorporacion de la etiqueta de
zwitterion se midi6 por espectroscopia de masas MALDI-TOF vy los resultados estan enlistados en la Tabla 1.

Ejemplo 16

Procedimiento general para el etiquetado de proteinas con éster de acridinio y etiqueta de zwitterion Z3-PFP, compuesto
2c (Tabla 2)

Se prepard una solucién de 2 mg/mL de avidina de clara de huevo (AVD), gammaglobulina bovina (BGG) y fibrindgeno
bovino (FBN) en 1 mL de carbonato de sodio 0,1 M, pH 9. A continuacién, las soluciones proteicas se trataron con 10
equivalentes de NSP-DMAE-NHS descrito por Natrajan et al. en la Patente de estadounidense num. 5,656,246, que se
afnadi6é en forma de solucion en DMSO. Especificamente, se prepar6 una solucién de 2 mg/mL del éster de acridinio en
DMSO y se afadieron 89 pL, 40 yL y 18 pL de esta solucion a AVD, BGG y FBN respectivamente. Las reacciones se
agitaron a 4 °C durante 3 horas. Una porcién (0,5 mL) de cada reaccioén se tratd ademas con 25 equivalentes de Z3-PFP,
compuesto 2c¢, que se anadié en forma de solucién en DMSO. En concreto, se prepard una solucion de 5 mg/mL de Z3-
PFP en DMSO y se afiadieron 32 L, 14 pL y 6 uL de esta solucién a AVD, BGG y FBN etiquetados con éster de acridinio,
respectivamente. Las reacciones se agitaron a 4 °C durante 16 horas. A continuacion, los seis conjugados se diluyeron
con 0,5 mL cada uno de fosfato 0,1 M, pH 7,4 y se transfirieron a filtros centrifugos de 4 mL. Las conjugados se diluyeron
de nuevo con 3 mL de amortiguador y se centrifugaron a 4000G durante 7 minutos para reducir el volumen a
aproximadamente 0,2 mL. Este proceso se repitié dos veces mas. Los conjugados finales se diluyeron hasta un volumen
total de 0,5 a 1,0 mL en amortiguador de fosfato y se almacenaron a 4°C.

Ejemplo 17
Medicion de la unién inespecifica

Se midieron las uniones no especificas fraccionadas (fNSB) de tres proteinas: avidina, gammaglobulina bovina y
fibrinbgeno, cada una de ellas etiquetada con NSP-DMAE vy la etiqueta de zwitterion Z3-PFP, y se compararon con las
uniones no especificas de las tres mismas proteinas, etiquetadas uUnicamente con NSP-DMAE. Los conjugados se
diluyeron a concentraciones equivalentes de 10 nanomolar en una solucidon compuesta por N-(2-hidroxietil) piperazina-N'-
2-etanosulfonato sédico (HEPES) 0,1 molar, cloruro sédico 0,15 molar, azida sédica 7,7 milimolar, cloruro soédico 0,2
molar, cloruro sédico 0,15 molar, azida sédica 7,7 milimolar. 7 milimolar de azida sodica, 1,0 milimolar de
etilendiaminotetraacetato de sodio (EDTA), 12 milimolar de octilfenoxipolietoxietanol (Triton X-100), 76 micromolar de
albumina sérica bovina, 7 micromolar de inmunoglobina de ratén, pH 7,7. Se mezclaron 100 microlitros de estas soluciones
de éster de proteinacridinio de 10 nanomoles cada una con 200 microlitros de suero de caballo y 200 microlitros de
cualquiera de las tres fases solidas. La primera fase soélida era de 0,35 gramos por litro de microparticulas paramagnéticas
(PMP) de Siemens Healthcare Diagnostics recubiertas covalentemente con anticuerpo de oveja. La segunda fase sélida
era de 0,35 gramos por litro de microesferas tosilactivadas de poliestireno (Invitrogen Corporation M-280 magnetic latex
microparticle (MLP) Dynalbeads) cubiertas covalentemente con estreptavidina. La tercera fase sélida consistié en 0,35
gramos por litro de microesferas de acido glicidil éter (epoxi) carboxilico (Invitrogen Corporation M-270 magnetic latex
microparticle (MLP) Dynalbeads) recubiertas covalentemente con estreptavidina. Las microesferas especificas utilizadas
para la segunda y tercera fases soélidas tenian las siguientes especificaciones:

Particula magnética Latex M-280 Particula magnética Latex M-270

Basado en perlas de poliestireno tosilactivado Basado en perlas de acido glicidil éter (epoxi) carboxilico

Diametro 2,8 ym Diametro 2,8 um

Distribucion de tamafios: CV < 3% Distribucion de tamafios: CV < 3%

BSA como proteina de bloqueo No se utilizan proteinas de bloqueo
Punto isoeléctrico: pH 5,0 Punto isoeléctrico: pH 4,5

Carga baja (-10 mV (a pH 7) Alta carga (-50 mV (a pH 7)

Contenido en hierro (ferritas) 12% (17%) Contenido en hierro (ferritas) 14% (20%)

Baja agregacion de las perlas en soluciones con alto
contenido en sal

Las fases sdlidas se recogieron magnéticamente y se lavaron dos veces con agua tras una incubacion de 10 minutos para
permitir la interaccién entre las proteinas unidas covalentemente con éster de acridinio y las fases sdlidas. La
quimioluminiscencia tanto de la quimioluminiscencia del éster de acridinio de entrada como de la quimioluminiscencia del
éster de acridinio asociado a las particulas se midié durante 5 segundos en condiciones estandar en un luminémetro
Autolumat LB953 de Berthold Technologies con adicidon secuencial de 250 microlitros de cada uno de los reactivos flash
1 de Siemens Healthcare Diagnostics (acido nitrico 0,1 M y &cido nitrico 0,1 M) y perdxido de hidrégeno al 0,5 %) y el
reactivo flash 2 de Siemens Healthcare Diagnostics (hidroxido de sodio 0,25 My cloruro de cetiltrimetilamonio al 0,05 %).
La unién fraccional inespecifica se calcula como la relacién de la quimioluminiscencia unida a particulas del éster de
acridinio unido a las fases soélidas dividida por la quimioluminiscencia total de la entrada de éster de acridinio.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que contiene zwitterion que tiene la estructura de formula (1):

(1
en donde,
L1es un grupo alquilo de C1-20 divalente, opcionalmente sustituido con hasta 20 heteroatomos o fracciones que contienen
heteroatomos; L2 es un enlace o un grupo alquilo, alquenilo o alquino de C+.4 divalente, opcionalmente sustituido con hasta
10 heteroatomos o fracciones que contienen heteroatomos;
Z es un grupo que contiene un anidn seleccionado del grupo que consiste en carboxilato (-COO-), sulfonato (-SOs-),
sulfato (-OSOs-), fosfato (-OP(O)(OR)(0O-)) y 6xido (-O-), donde R es un alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo o aralquilo de Cx-
12, opcionalmente sustituido con hasta 20 heteroatomos o fracciones que contienen heteroatomos;
Y1 es un grupo funcional reactivo seleccionado de un éster de pentafluorofenil (PFP), maleimida, N-
succinimidoiloxicarbonilo o del grupo que consiste en:

(6] )
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R1y R2 son independientemente seleccionados en cada ocurrencia de grupos alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo o aralquilo
de C1-20, cada opcionalmente sustituidos con hasta 20 heteroatomos o fracciones que contienen heteroatomos, en donde
los heteroatomos o las fracciones que contienen heteroatomos en los radicales L1, L2, R, R1y Rz se seleccionan del grupo
que consiste en halégeno, hidroxilo, carboxilo, acilo, aciloxi, amino, alquilamino, alquilimino, dialquilamino, amido, éster,
carboxamida, carbamato, alcoxilo, ariloxilo, alquiltiol, alquilsulfonato, nitro, ciano, oxo, oxa, azo, tio, sulfonilester, fosfonilo,
fosfinilo, tiol, tioéter, tioéster, tioalcoxi, tiocianato, perfluoro, fosfato, oxima, sulfato, sulfoalquilo y combinaciones de los
mismos.

2. El compuesto que contiene zwitterion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1, en donde L+ es alquilo de
C1-10 divalente, opcionalmente sustituido con hasta 20 heteroatomos o fracciones que contienen heteroatomos.

3. El compuesto que contiene zwitterion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 -2, en donde L1 es un
radical divalente de la forma -(CH2)»- donde n =1 a 6.

4. El compuesto que contiene zwitterion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde L2 es alquilo de
C4-10 divalente, opcionalmente sustituido con hasta 10 heteroatomos o fracciones que contienen heteroatomos.

5. El compuesto que contiene zwitterion de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde L+ es un radical divalente de la forma
-(CH2)m-donde m =1 a 4.

6. El compuesto que contiene zwitterion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde Z es sulfonato
(-S0s3), fosfato (-OP(O)(OR)(0")), o carboxilato (-COO").

7.El compuesto que contiene zwitterion de acuerdo con la reivindicacién 6, que tiene la estructura:
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8. El compuesto que contiene zwitterion de acuerdo con la reivindicacion 6, que tiene la estructura:

F F 9) | (0]
~ Yo Ve
2-4 | \Hj.l Oe 13
F F
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9. El compuesto que contiene zwitterién de acuerdo con la reivindicacion 6, que tiene la estructura:
/ | ©) ©
O 24 2-4
10. El compuesto que contiene zwitterion de acuerdo con la reivindicacién 6, que tiene la estructura:
i lo o
N T SO;
N : W \W
\ 35 24 5d
0]
10 O
11. Un método para mejorar la solubilidad acuosa de un péptido, proteina o macromolécula que comprende unir
covalentemente el compuesto que contiene zwitterion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 -10 a dicho
péptido, proteina o macromolécula.
15

12. Uso del compuesto que contiene zwitterién de cualquiera de las reivindicaciones 1-10 como enlazador para la
modificacion de una etiqueta detectable, en donde la etiqueta detectable se selecciona entre una etiqueta fluorescente,
una etiqueta quimioluminiscente o biotina, y mas preferentemente fluoresceina o biotina.

20 13. Un compuesto que contiene zwitterion, que tiene la estructura:
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(ﬁﬁ | 0 0 i
NSNS O—N
S H |® H
0
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O—N

0

14. Un método de etiquetado de un analito, analogo de analito o molécula de enlace para un analito en un ensayo de
union biolégica que comprende la unién covalente del compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
5 10 y 13 a dicho analito, analogo de analito o molécula de enlace para un analito.
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