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METODOS DE DIAGNOSTICO Y DE TRATAMIENTO USANDO UNAGENOTECA

DE LIGANDOS

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reclama prioridad para Solicitudes

de Patente Provisionales de Estados Unidos 61/467,2 56,
61/491,717 y 61/583,881 presentada el 24 de marzo d e 2011, 31

de mayo de 2011, y 06 de enero de 2012, respectivam ente,
todas las cuales estan incorporadas por referencia en este

documento en su totalidad.

CAMPO DE LA INVENCION

La invencion se refiere a los métodos de

diagnéstico y tratamiento mediante una genoteca de ligandos y
compuestos activos derivados de los mismos. Especif icamente,
la invencion se refiere a usar una genoteca de liga ndos para
encontrar ligandos que se utilizan para determinar los

perfiles de biomarcadores de la enfermedad y para

diagnosticar o detectar una respuesta inducida por farmacos,
incluyendo reacciones adversas de farmacos, efectos

secundarios, resistencia a los medicamentos y efica cia
terapéutica. La invencibn ademas se refiere a la

identificacion de biomarcadores asociados con una r espuesta
inducida por farmacos y proporcionar un tratamiento médico

personalizado.
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ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Micromatrices de moléculas pequefias se han

convertido en herramientas cada vez mas importantes en la
quimica combinatoria. Las matrices se producen gene ralmente
sintetizando una genoteca combinatoria de una resin a adecuada
de microesfera, separando las microesferas en los p 0zos de
las placas de microtitulacion y liberando los compu estos de
las microesferas. Las soluciones resultantes luego son
colocadas roboticamente en un portaobjetos de vidri 0
quimicamente modificado tal que la molécula derivad a de la
genoteca se une covalentemente a la superficie. Por otra
parte, existen métodos para la sintesis de ciertas clases de
compuestos in situ en la superficie de la matriz. E n gran
medida ha sido la aplicacibn mas comun de las micro matrices
de moléculas pequefias como una plataforma versatil para la
seleccion de la genoteca, generalmente con el objet ivo de

identificar ligandos de moléculas pequefias para una
determinada proteina de interés.

La publicacion de Patentes de Estados Unidos

2007/0003954 describe los perfiles de la proteina y del
anticuerpo utilizando micromatrices de molécula peq uefia. La
aplicacién describe ligandos, que se unen a radical es de
uniéon de ligando en donde los ligandos estan dispue stos en
las matrices de moléculas sintéticas, que se utiliz an para
seleccionar los biomarcadores y huellas moleculares . Las
matrices especificos detallados aqui incluyen, por ejemplo,
una micromatriz de peptoido con 7680 compuestos dif erentes

unidos a la matriz. En esa descripcion, las genotec as basadas
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en microesferas se utilizaron como los medios inici

hacer peptoides que luego se transfiieron a las
micromatrices con ubicaciones posibles en la microm
seleccionar los fluidos biologicos. Los resultados

seleccién en un patrén unico o huella molecular en

para cualquier proteina particular en una mezcla bi
compleja. La solicitud de patente de Estados Unidos
2010/0303805, por la presente incorporada por refer
describe ciertos peptoides y matrices de diagnostic

en la seleccion de fluidos biolégicos para biomarca
asociados con los trastornos del sistema nervioso c
Los mondmeros especificos divulgados en este docume
utilizados para formar las matrices en estos pueden

ser utilizados en la nueva metodologia de seleccion
invencion presente proporciona las genotecas estan

a un numero

mucho mayor de microesferas/peptoides

microesferas/ligandos, por ejemplo, entre mas de 10

ales para

atriz para
de la
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también
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o

OK a

150MM.

Los inventores de la presente solicitud han
encontrado que genotecas basadas en microesferas
significativamente mayores (relativo a los tamices basados en
micromatriz para biomarcadores de anticuerpos o tam ices
basados en microesferas para las células) pueden, b ajo las
condiciones adecuadas, usarse para seleccionar dire ctamente
las muestras bioldgicas complejas para encontrar
biomarcadores asociados a la respuesta al farmaco a si como un
grupo significativamente mayores de ligandos que se unen a
esos radicales de unibn a ligando. Este  grupo
significativamente mas grande incluye un namero

significativamente mayor de ligandos de alta afinid

ad que
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sirven como herramientas de diagndstico asi como te

potenciales.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

En una modalidad,
genoteca de ligandos. En una modalidad ejemplar, la
proporciona una gentocea de ligandos aleatoria basa
microesferas grandes incluyendo una genoteca de lig
peptoides al azar.

En otra modalidad, la invencion proporciona un
método para diagnosticar una respuesta inducida por
en un sujeto, el método que comprende: obtencion de
muestra bioldgica de dicho sujeto; seleccién de una
de ligandos contra dicha muestra; identificacion de
caracteristicas de unién de uno o mas marcadores en
muestra con uno o varios ligandos en la genoteca; y
determinacion si uno o mas marcadores estan asociad
respuesta inducida por farmacos; por tanto el diagn
dicha respuesta inducida por farmacos en dicho suje
modalidad ejemplar, dicha respuesta inducida por lo
es una reaccion adversa. En otra modalidad ejemplar
respuesta inducida por farmaco es un efecto secunda
otra modalidad ejemplar, dicha respuesta inducida p
es una resistencia a dicho farmaco. En otra modalid
ejemplar, dicha respuesta inducida por farmaco es s
terapéutica incluyendo eficacia de la dosis.

En otra modalidad, la invencidon proporciona un
método para tratar una enfermedad en un sujeto, el

comprende: obtencibn de una muestra biologica de di

la invencidn proporciona una

rapéuticos
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sujeto; seleccién de una genoteca de ligandos contr a dicha
muestra; identificacion de las caracteristicas de u nion de
uno o mas marcadores en dicha muestra con uno o var i0s

ligandos en la genoteca;, determinacibn si uno 0 mMas

marcadores se asocian a una respuesta a un farmaco para el
tratamiento de dicha enfermedad; administracion de dicho
farmaco a dicho sujeto, basado en la determinacion de la
asociacion entre uno o mas marcadores a dicha respu esta, de
esta manera tratando dicha enfermedad en dicho suje to.

En otra modalidad, la invencion proporciona un

método para la deteccion de un riesgo de reaccion a dversa a
un farmaco en un sujeto, el método que comprende: o btencion
de una muestra biolégica de dicho sujeto; la selecc ion de una
genoteca de ligandos contra dicha muestra; identifi cacion de
las caracteristicas de union de uno o mas marcadore s en dicha
muestra con uno o varios ligandos en la genoteca; y la
determinacion si dicho uno o mas marcadores estan a sociados
con dicho riesgo, detectando de este modo dicho rie sgo de

reaccion adversa a dicho farmaco en dicho sujeto.

En otra modalidad, la invencién proporciona un

método para el perfilado de uno o mas sujetos para una
respuesta a un farmaco para tratar una enfermedad, el método
que comprende: obtencién de una muestra biolégica d e dicho
sujeto; la seleccién de una genoteca de ligandos co ntra dicha
muestra; identificacion de las caracteristicas de u nion de
uno o mas marcadores en dicha muestra con uno o var i0s
ligandos en la genoteca; y la determinacién si dich 0 uno o
méas marcadores estan asociados con dicha respuesta para dicho
farmaco, perfilando de este modo dicho uno o mas su jetos para

dicha respuesta a dicho farmaco para tratar dicha e nfermedad.
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En otra modalidad, la invencién proporciona un

método para la identificacion de un marcador asocia
respuesta inducida por el farmaco para el tratamien
enfermedad, el método que comprende: obtencién de u

biolégica de dicho sujeto; la seleccion de una geno

ligandos contra dicha muestra; determinacion de las

caracteristicas de unién de un marcador en dicha mu
ligando en la genoteca; y la determinacion si dicho
esta asociado con dicha respuesta inducida por el f
para tratar dicha enfermedad, identificando de este
dicho marcador asociado con dicha respuesta inducid

farmaco para el tratamiento de dicha enfermedad.

En otra modalidad, la invencion proporciona un

meétodo para la identificacion de un marcador asocia

respuesta a un farmaco para el tratamiento de una e

el método que comprende: obtencion de un primer con
muestras bioldgicas de uno o mas sujetos exhibiendo
respuesta a dicho farmaco para tratar dicho enferme
obtencion de un segundo conjunto de muestras biol6g

uno o mas sujetos que no exhiben dicha respuesta a
farmaco para tratar dicho enfermedad; seleccién una

de ligandos al azar contra dicha primera y segunda
biolégicas; la determinacion de las diferencias en

de uno o mas marcadores a uno o varios ligandos en
genoteca entre dichas primera y segunda muestras bi

y la identificacién de un marcador asociado a dicha

a dicho farmaco para tratar dicha enfermedad. En un
modalidad ejemplar, el marcador es un auto-anticuer

de unirse a un ligando peptoide.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion
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presente seran aparentes de los siguientes ejemplos

de la descripcién detallada. Debe ser entendido, si

que la descripcion detallada y los ejemplos especif
mientras indican modalidades preferidas de la inven
dan a modo de ejemplo solamente, puesto que varios
modificaciones en el espiritu y el alcance de la in
seran aparentes para aquellos especializados en la

esta descripcion detallada.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 muestra un esquema quimico basico de
preparacion de una genoteca de Tentagel. Las microe
(KN1B) utilizados para seleccionar muestras de suer
Alzheimer. La figura IA muestra el inicio de una mi
de poliestireno teniendo un grupo amino como el rea
PEG o el enlazador equivalente o alternativo puede
entre la microesfera y el grupo amino terminal). La
muestra el aminoacido de inicio en la microesfera c
metionina y que entonces reacciond para formar, el

gue se muestra en la figura B. La figura 1C muestra

submondémeros (aminas monomeéricas y &cidos haloacéti

utilizados para formar la genoteca oligomérica de c

La figura 2 muestra un esquema quimico basico de
preparacion de una genoteca de microesferas de Tent
(JC3B) usada para seleccionar las muestras de suero
Alzheimer. La figura 1A muestra el inicio de una mi
de poliestireno teniendo un grupo amino como el rea
PEG o el enlazador equivalente o alternativo puede

entre la microesfera y el grupo amino terminal). La

y figuras
n embargo,
icos
cion se
cambios y
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muestra el aminocido de inicio en la microesfera c
metionina y que entonces reacciona para formar el c

gue se muestra en B, la figura 1C muestra las submo
(aminas monoméricas y acidos haloacéticos) utilizad
formar la genoteca oligomérica de compuestos. JC3B

utilizé para seleccionar el suero de cancer pancrea

La figura 3 muestra un esquema quimico basico de
preparacion de una genoteca de microesferas de Tent
(JC3B) usada para seleccionar las muestras de suero
Alzheimer. La figura 1A muestra el inicio de una mi
de poliestireno teniendo un grupo amino como el rea
PEG o el enlazador equivalente o alternativo puede
entre la microesfera y el grupo amino terminal). La
muestra el aminoacido de inicio en la microesfera c
metionina y que entonces reacciona para formar el c
que se muestra en B, la figura 1C muestra las submo
(aminas monoméricas y acidos haloacéticos) utilizad
formar la genoteca oligomérica de compuestos.

La figura 4 muestra un esquema quimico basico de
preparacion de una genoteca de microesferas de Tent
(JC5B) usada para seleccionar las muestras de suero
Alzheimer. La figura 1A muestra el inicio de una mi
de poliestireno teniendo un grupo amino como el rea
PEG o el enlazador equivalente o alternativo puede
entre la microesfera y el grupo amino terminal). La
muestra el aminocido de inicio en la microesfera c
metionina y que entonces reacciona para formar el c
gue se muestra en B. La figura 1C muestra las submo
(aminas monoméricas y acidos haloacéticos) utilizad

formar la genoteca oligomérica de compuestos. Los m

omo
ompuesto
némeros
0s para
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agel
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JC5B incluyen isobutilamina, 2-metoxietilamina,
diaminobutano, furfurilamina, ciclohexilamina, R-
metilbencilamina, piperonilamina y 4-(aminoetil)

bencenosulfonamida.

La figura 5 muestra un esquema quimico basico de la
preparacion de una genoteca de microesferas de Tent agel
(JC7B) usada para seleccionar las muestras de suero . La

figura 3A muestra el inicio de wuna microesfera de

poliestireno teniendo un grupo amino como el reacti vo (un PEG

o el enlazador equivalente o alternativo puede form arse entre

la microesfera y el grupo amino terminal). La figur a 1B
muestra el aminoacido de inicio en la microesfera c omo
metionina y que entonces reacciona para formar el c ompuesto
que se muestra en B. La figura 1C muestra las submo nomeros
(aminas monoméricas y acidos haloacéticos) utilizad 0S para

formar la genoteca oligomérica de compuestos.

La figura 6 muestra un esquema del proceso de la
invencion para seleccionar una muestra biolégica co mpleja
usando genotecas basadas en la cabeza de ligandos p eptoide.

La figura 7 muestra los aciertos de Dynabead de

control normal (NC) después de la adicion de QDot e n una
genoteca de peptoide (JOB) preparada para seleccion ar contra
una muestra de suero control normal de Alzheimer y la muestra

de suero enfermo de Alzheimer. Los aciertos fueron

seleccionados y las restantes microesferas de ligan do unidas
fueron utilizadas en el tamiz basado en la enfermed ad.

La figura 8 muestra la seleccion de la microesfer a
Tentagel de suero enfermo de muestras de sangre de paciente
con Alzheimer después de los éxitos de NC fueron re movidos.

Los aciertos se muestran en rojo, que es el anticue rpo
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secundario Qdot unido al biomarcador asociado con
enfermedad (anticuerpo) en el suero que esta unido
peptoide enlazado a través de un enlazador de PEG p
microesfera.

La figura 9 muestra una prueba de reproducibilida
que utiliza una muestra de control normal (NC 03009
de lavado SDS y adicion de QDOT. La flecha muestra
aciertos de peptoide NC fueron elegidos para la sec

La figura 10 muestra una prueba de reproducibilid
que utiliza una muestra de control normal (NC 05004
de lavado de SDS y adicion de QDOT.

La figura 11 muestra una prueba de reproducibilid
que utiliza una muestra enferma después del lavado
adicion de QDOT.

La figura 12 muestra las secuencias de peptoide d
los aciertos putativos seleccionados de | tamiz de
de la genoteca JC3B. El C-terminal esta en el lado

la hoja y el N-terminal esta en el lado izquierdo.

La figura 13 muestra las estructuras quimicas de

los aciertos de alta afinidad preferidos del tamiz
Alzheimer de la genoteca JC3B, en este ejemplo,
estructuras mostradas tienen un residuo de cisteina
sintetizaron después de determinar la estructura de

inicial en el tamiz preliminar. La genoteca JC3B co
peptoide analogo pero tenia un residuo de metionina

terminal y no un residuo de cisteina.

La figura 14 muestra un experimento de competenci

entre un ligando de alta afinidad (ADTGI) en soluci
comparacion con ADTG-I-ADTG-42 en un soporte de mic

El experimento de competicion muestra que ADTGI en

las
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adherido al mismo anticuerpo que se habria unido a peptoides
ADTG-1, ADTG14, ADTG24, ADTG25, ADTGSI, ADTG35y AD TG40 en el
micromatriz. Se realizaron experimentos similares e n cada uno

de los peptoides para encontrar cuatro conjuntos de

peptoides, que se unen a cuatro distintos autoantic uerpos de
Alzheimer.

La figura 15 muestra los cuatro grupos de peptoid es
distintos, que se unen a diferentes autoanticuerpos en el

tamiz de Alzheimer. Cada grupo en la figura tiene e I
aglutinante de afinidad mas alto en la parte superi or.

La figura 16A muestra los datos de prueba AD

(ciegos) para un grupo de pacientes que usan peptoi de Plaagl
(JC3B-1) y la figura 16B muestra los datos de prueb a (ciegos)
para el mismo grupo de pacientes AD usando Plaag2 ( JC3B-21).

Cada peptoide se presenta en un micromatriz.

La figura 17A muestra datos de prueba AD (ciegos)

para un grupo de pacientes que usan peptoide Plaag3 (JC3B-7)
y la figura 17B muestra los datos de prueba (ciegos ) para el
mismo grupo de pacientes AD usando Plaag4 (3C3B-5). Cada

peptoide se presenta en un micromatriz.

La figura 18A muestra los datos de prueba AD

(ciegos) para un grupo de pacientes que usan peptoi de Plaag5
(JC3B-R8) y la figura 18B muestra datos de prueba ( ciegos)
para el mismo grupo de pacientes AD usando Plaag6 ( JC3B-R

12). Cada peptoide se presenta en un micromatriz.

La figura 19A muestra datos de micromatriz para

ADP2 en el mismo grupo de pacientes para las prueba S
efectuadas usando Plaagl-6. La figura 19B muestra d atos
comparativos con Plaag4 con el mismo grupo de pacie ntes. Los

datos muestran una clara correlacion entre los resu [tados
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obtenidos con un ADP2 previamente identificado y el
recién identificado en el mismo grupo de pacientes.

La figura 20A muestra datos de micromatrices de
ADP3 en el mismo grupo de pacientes para las prueba
realizadas utilizando Plaagl-6, la figura 20B muest
comparativos con Plaag2 con el mismo grupo de pacie
datos muestran una clara correlacion entre los resu
obtenidos con un ADP3 previamente identificadas y e
recién identificado en el mismo grupo de pacientes.

La figura 21 muestra una validacion de Plaag5
(acierto putativo 5 orJC3B-R8) en microesferas Tent
una comparacion de suero enfermo AD versus control
(agrupado) 40 ug/ml.

La figura 22A muestra los aciertos de peptoide en
la matriz de cancer pancreatico usando QDot 655 y u
genoteca JC5B. Las figuras 22B y C muestran confirm
aciertos usando QDot 655 (flechas apuntan a los aci

La figura 23 muestra la validacion de aciertos de
peptoide pancreatico y compara la adicion de suero
deteccion con 655 QDot versus la adicién de suero n

La figura 24 muestra validacion de aciertos
mediante la mezcla de marcadores AD y marcadores PC
datos muestran que, el marcador PC fue detectado mi
habia ningan anticuerpo detectable en la microesfer
peptoide AD en el suero de cancer pancreatico (suer

La figura 25 muestra las secuencias de aciertos d
tamiz de cancer pancreético de la genoteca JC3B.

La figura 26 muestra las secuencias de aciertos d

tamiz de cancer pancredtico las secuencias de la ge

JC5B.
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Las figuras 27A, B y C muestran los resultados de
un matriz SLE (Lupus). A es el control normal y B y C son
suero SLE de dos diferentes grupos 1y 2. Las flech as sefalan
a los aciertos.

La figura 28 muestra los aciertos SLE de la
genoteca KN1B. El C-terminal esta en el lado derech o de la
hoja.

La figura 29 muestra una validacion de aciertos

para peptoide KN1B-20. El grupo 1 es suero enfermo agrupado
en una concentracion de aproximadamente 0.374 mg/mL (foto
izquierda) (se muestran los aciertos con un tinte r ojo en el
microesfera). Suero agrupado no enfermo (imagen cen tro) se
proporciona a una concentracion de aproximadamente 0.378
mg/ml y la imagen derecha muestra un control no sér ico.

La figura 30 muestra la unién/deteccion de uno de
los peptoides SLE (lupus) para placas de ELISA usan do dos
métodos diferentes de union a diferentes concentrac iones de

peptoide utilizando una etiqueta de fluoresceina.

La figura 31 muestra un ensayo de competencia ent re
la KN1B-20-biotina-fluoresceina unida a la placa ve rsus KN1B-
20-biotina libre en solucién a diferentes concentra ciones.
Amortiguacion de la sefial se produce como la concen tracion de
KN1B-20-biotina libre de concentraciones equimolare s de unida
versus libre.

La figura 32 muestra una placa ELISA con peptoide a

diferentes  concentraciones y muestra claramente una

diferencia entre suero enfermo (AD)(columna 1 P) y suero
control normal (columna 3) [1:200 duplicando cada p 0zo a 1.
400,1:800, 1; 1.600, 3.200: 1, 1:6, 400, 1: 12.800] . La

flecha apunta a la dilucion de 1:800 en regulador d e pH



10

15

20

25

30

14

1XTBST. La concentracion de peptoide en los pozos e s 10 mM.
La figura 32 muestra también la validacion de la pl ataforma
de microesferas TentaGel para distinguir entre suer o enfermo
y control.

La figura 33 muestra una placa ELISA con 10 mM AD P3
y en diferentes diluciones de suero AD frente a sue ros de
control. La flecha apunta a la dilucion de 1:800.

La figura 34 muestra una placa ELISA con 10 mM SL E-
KNJ B-20 y en diferentes diluciones de suero AD fre nte a
sueros de control. La flecha apunta a la dilucion d e 1:800.

La figura 35 muestra un grafico ELISA de suero AD
usando 10 mM ADP3 preparado en regulador de pH de u niéon en
diferentes diluciones de suero. La separacion entre suero
normal y enfermo se produjo, sobre la gama de diluc ion de
1:200 a través de aproximadamente 1:10,000. Las dil uciones de
inicio fueron 1:200 (suero AD grupo 1 0.394 mg/mL y suero no
enfermo en 0.386 mg/ml).

La figura 36 muestra un grafico ELISA de suero SL E
usando 10 mM KN1B-20 preparado en regulador de pH d e union en
diferentes diluciones de suero. La separacion entre suero
normal y enfermo se produjo sobre la gama de diluci 6n de
1:200 a través de aproximadamente 1; 10,000. Las di luciones
de inicio fueron 1:200 (suero SLE grupo 1 0.375 mg/ rnL y
suero no enfermo en 0.396 mg/ml).

La figura 37 muestra un grafico ELISA de suero SL E
usando 1.0 mM KN1B-20 preparado en DMSO a diferente S
diluciones de suero. La separacion entre suero norm al y
enfermo se produjo sobre la gama de diluciébn de 1:2 00 a
través de aproximadamente 1; 10,000. Las diluciones de inicio
fueron 1:200 (suero SLE grupo 1 0.375 mg/rnL y suer 0 ho
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enfermo en 0.322 mg/ml).
La figura 38 muestra una plataforma de FAGS para la
validacion de aciertos de Tentagel.

La figura 39 muestra el grado de separacién entre

microesferas teniendo un grupo acetilo y microesfer as con un
grupo de 2,5-dinitrofenilo (DNP) a diferentes conce ntraciones
de sueros (100 ug/mL a 1,000 ug/mL) y en respuesta al
tratamiento con un anticuerpo secundario marcado co n anti-
DNP. La separacion de intensidad de fluorescencia m edia (MFI)

fue mayor a la dilucién mayor de sueros 1,000 ug/mL

La figura 40 muestra que hay una competencia
directa entre etanolamina-DNP libre y la unién de D NP (en un
plato) al anticuerpo anti-DNP en una concentracion de sueros

de 1,000 ug/mL.

La figura 41 muestra anti-anticuerpo unido ADP3 d e
sueros de control normal agrupado y sueros AD agrup ados. Los
datos muestran buena separacion de rangos de concen tracion de
sueros de 20 y 140 ug/mL usando dos diversos anticu erpos
secundarios (cabra anti-humana Dylight 649 y cabra anti-

humana Alexa 647).

La figura 42 muestra auto-anticuerpo unido a ADP3
de control normal y sueros AD después de la sustrac cion de
fondo en diferentes rangos de concentracion de suer 0S. Hay un

grado importante de separacibn a lo mas rangos de

concentracion de sueros de menos de 20 ug/mL a 1.20 ug/mL o
mayor.

Las figuras 43 y 44 muestran las estructuras de | 0s
aciertos del ligando peptoide re-sintetizado SLE (| upus).

Las figura 45 muestra la preparacion de ADP3 en

microesferas 10 um Tentagel y la posterior escision usando



10

15

20

25

30

16

CNBr junto con una lectura de masas specttoraetry d e la
lactona mostrada.

La figura 46 muestra auto-anticuerpo unido a ADP3

de control normal y los sueros de enfermedad de Alz heimer en
diferentes concentraciones. Los microesferas fueron pre-
bloqueados durante 3 horas con | X TBST y entonces se
detectaron usando el anticuerpo secundario cabra an ti-humana
Alexa 647.

La figura 47 muestra que el auto-anticuerpo unido a
ADP3 de control normal y los sueros de enfermedad d e
Alzheimer en concentraciones diferentes de sueros y también

muestra valores DNP.

Las figuras 48 y 49 muestran auto-anticuerpo unid o]
a ADP3 de controles normales frente a sueros de enf ermedad de
Alzheimer utilizando condiciones de pre-bloqueo tal es como

lisado y lisina E. coli.

La figura 50 muestra un simple esquema de la

preparacion de y la distincion entre peptoides que se
utilizan en micromatrices contra aquellos peptoides que se
colocan en las placas de ELISA. El esquema de cémo se hacen
las micromatrices de peptoide es: microesferas indi viduales
estan segregados en los pozos de placas de microtit ulacion y
los peptoides son divididos de las microesferas par a hacer
una soluciéon madre concentrada. Tenga en cuenta que cada pozo
contendra un unico tipo de peptoide. Varios miles p eptoides
luego son colocados sobre portaobjetos de vidrio qu imicamente
modificado de tal manera que se unen covalentemente a la
superficie. Pueden producirse varias miles diaposit ivas
altamente reproducibles de una sola genoteca sintét ica. La

produccion de ELISA es similar, excepto que no hay ninguna
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cadena PEG en la superficie, pero la densidad de pe
la placa de ELISA puede ser diferente que aquella d

micromatrices.

La figura 51 muestra experimentos de ELISA con un

clara distincion entre el control normal y el suero

en una dilucion del suero de 1:800 usando peroxidas
rabano picante unida a un anticuerpo secundario que

el complejo de anticuerpo-peptoide
enfermedad. El sustrato incoloro se agrega y cambia

(azul) durante la reaccion con la enzima HRP unida.

La figura 52 muestra los datos de valoraciéon que
compara varios peptoides AD en una prueba de ELISA
diferentes diluciones de suero de suero enfermo (A)
suero normal (B). No hay intensidad de las sefales
suero normal pero clara distincion e intensidad de
peptoides AD a medida que aumenta la concentracion
1:12.800 a 1:200.

La figura 53 proporciona un diagrama que valida |
correlacion entre el diagnostico clinico del conjun
muestras sin cegamiento de los pacientes AD en dive
etapas de la enfermedad de Alzheimer (o no) frente
datos obtenidos en las mismas muestras de suero del
(ciegos) y que fueron seleccionados contra el pepto
para detectar anticuerpos asociados con la enfermed
resultados mostrados provienen de un estudio ciego
muestras de plasma de la Mayo Clinic Jacksonville.
indeciso. La grafica se derivo de wuna dilucion de
concentracion de suero Unica (1:800). Una lectura d

consider6 positiva, una lectura entre 1 y 0.7 se co

indecisa y una lectura por debajo de 0.7 se conside

asociado con la

ptoides en

e las

enfermo
a de

detecta
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negativa.

La figura 54 proporciona un diagrama que valida |
correlacion entre el diagnostico clinico del conjun
muestras sin cegamiento de los pacientes AD en dive
etapas de la enfermedad de Alzheimer (o no) frente
datos obtenidos de las mismas muestras de suero del
(ciegos) y que fueron seleccionados contra los dive
peptoides AD (la gréfica es un valor promedio de Ilo
resultados de 9 peptoides) de la invencion para det
anticuerpos asociados con la enfermedad. Los result
mostrados provienen de un estudio ciego de las mues
plasma de la Mayo Clinic Jacksonville. UND = indeci
grafica se derivd de una dilucion de concentracion
tnica (1:800), una lectura >3 se consideré positiva
lectura entre 1 y 0.7 se considero indecisa y una |
debajo de 0.7 se considero negativa.

La figura 55 proporciona un diagrama que valida |
correlacion entre el diagndéstico clinico del conjun
muestras sin cegamiento de pacientes AD en diversas
los dato

la enfermedad de Alzheimer (0 no) frente a

obtenidos de las mismas muestras de suero del pacie
(ciegos) y que fueron seleccionados contra los dive
peptoides AD de la invencion para detectar los anti
asociados con la enfermedad. Los resultados mostrad
provienen de un estudio ciego de las muestras de pl

Mayo Clinic Jacksonville. UND = indeciso. La gréfic
derivd de una dilucion de concentracion de suero an
(1:800). Una lectura >1 se considerd positiva, una

entre 1 y 0.7 se consideré indecisa y una lectura p

de 0.7 se consideré negativa. Los datos muestran ta
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desempefio en otras demencias donde muestras de MCI/
estan etiquetadas y las muestras de demencia del cu

Lewis también son marcadas. Los datos muestran que
menos tres pacientes MCI tienen muestras de suero ¢

cantidades detectables por encima de 1 de los antic

capturados por los peptoides selectivos AD de la in

Las figuras 56A-D proporcionan datos sobre ese

subconjunto de muestras de pacientes que tienen des

entre el ensayo de diagndstico peptoide Opko

utiizando multiples peptoides AD versus el diagnés
clinico después que esta informacion fue suministra

son no cegados. La figura 56A muestra los datos de

ADP3 y otros como se muestra para un paciente que e
clinicamente enfermo para el cual el peptoide Opko
estaba por debajo de 1.0 (UND en un solo punto; val
positivo). Todos los otros peptoides Opko eran posi

el AD (es decir, por encima de 1.0). La figura 56B

que todos los peptoides Opko fueron positivos para
anticuerpos asociados con la enfermedad en un pacie
fue diagnosticado actualmente como normal (no demen
sugiriendo pre-AD. La figura 56C muestra que ningun
peptoides Opko AD mostré una intensidad por encima
cualquier

punto de dilucibn en wun paciente que fue

diagnosticado clinicamente con AD sugiriendo que es
paciente tenia alguna otra forma de demencia. La fi

muestra que en un paciente clinicamente positivo AD
multiples peptoides Opko AD no eran positivos para
anticuerpos asociados con la enfermedad pero dos pe

(Plaag6 y Plaag4) fueron positivos, por lo tanto UN

anico punto y UND incluso después de la titulacion.
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La figura 57 muestra el diagrama por conglomerado
generado a partir de muestras previas de AD usando
micromatriz manchado con ADP3. Existe una clara cor
entre enfermo versus control en los datos de microm
datos generados utilizando la plataforma de ELISA.

57 también muestra que el peptoide ADP3 esta selecc
para los anticuerpos asociados con la enfermedad as
con la enfermedad de Alzheimer y no Parkinson o Lup

La figura 58 ofrece un resumen del analisis de
ELISA usando un total de 106 muestras de suero anal

La figura 59 proporciona las estructuras quimicas

de Plaag7-9.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En la siguiente descripcion detallada, se
establecen numerosos detalles especificos expuestos

fin de proporcionar un conocimiento exhaustivo de |
invencion. Sin embargo, se entendera por los entend

materia que la presente invencidn puede ser practic

estos detalles especificos. En otros casos, los com

los procedimientos y métodos bien conocidos no se h
descrito en detalle para no ocultar la invencion.

La invencion abarca una genoteca de ligandos y su
usos. Especificamente, la invencién abarca la selec
moléculas, farmacoproted6micos, diagndstico, tratami
otros usos de una genoteca al azar.

En una modalidad,
genoteca de ligandos para una medicina personalizad

términos "medicina personalizada” en este documento

la invencién proporciona una

S
una
relacion
atrices y
La figura
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referirse a la utilizacion de una prueba (o diagnés

dirigir un medicamento (0 terapia) en pacientes que

mas

probabilidades

de

beneficiarse

de

ella, o

identificar a pacientes que podrian estar en riesgo

de dicha terapia. Antes de un farmaco o producto de

diagnéstico puede ser comercializado en los Estados

muchos otros paises,

es sometido a

para

revision estrict

regulatoria de su seguridad y eficacia. En el caso

diagnoéstico para la medicina personalizada es proba

requiera la prueba de tejidos o fluidos corporales

pacientes que recibieron el farmaco para determinar

un vinculo entre su respuesta a la terapia y la pre

un marcador particular. Por consiguiente, en una mo

en el

diagnosticar una respuesta de un farmaco para trata

enfermedad en un sujeto, el método que comprende: o

muestra bioldgica de dicho sujeto; seleccién de una

de ligandos contra dicha muestra;

caracteristicas de unibn de uno o mas marcadores en

identificacion de

muestra con uno o varios ligandos en la genoteca; y

determinacion si uno 0 mas marcadores estan asociad

dicha respuesta por dicho farmaco, diagndstico de t

dicha

respuesta para dicho

farmaco para

tratar

enfermedad en dicho sujeto. Ejemplos de respuesta i

pero no se

secundario, una resistencia a los medicamentos y un

terapéutica incluyendo eficacia de la dosis.

Reacciones adversas al farmaco son la principal

causa de la tasa de éxito baja de programas de desa

presente documento se proporciona un meétodo p

dich

limitan a, una reacciéon adversa, un efec

farmacos (menos de uno en cuatro compuestos que ent

tico) para

tienen

de dafo
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pruebas clinicas en humanos es finalmente aprobado
uso por la U.S. Food and Drug Administration (FDA))
enfermedad inducida por farmacos o toxicidad presen
Unica serie de retos para los desarrolladores de fa

gue estas reacciones a menudo no son predecibles de
preclinicos y no pueden ser detectadas en los prime
ensayos clinicos que involucran pequefios numeros de
Cuando tales efectos se detectan en las etapas post
desarrollo clinico a menudo resultan en la terminac
programa de desarrollo de farmacos. Cuando un farma
aprobado a pesar de cierta toxicidad, su uso clinic
frecuencia severamente esta restringido por la posi
aparicion de reacciones adversas en incluso un pequ

de pacientes. La probabilidad de que tal compuesto
convierta en la terapia de primera linea es pequefia

gue no existan productos competidores). Los ensayos

que usan esta invencion podran permitir mejores pre

de posibles reacciones toxicas en estudios que incl

un pequefio nimero de sujetos. Los métodos de esta i
ofrecen una prediccién rapidamente derivada de los
toxicos futuros probables de una intervencion.
consiguiente, en otra modalidad, previsto en el pre
documento es un método para la deteccion de un ries
reaccion adversa a un medicamento en un sujeto, el
comprende: la obtencidn de una muestra biolégica de
sujeto; la seleccién una genoteca de ligando contra
sujeto; identificacién de las caracteristicas de un

0 mas marcadores en dicha muestra con uno o varios

en la genoteca; y determinacion si uno o mas marcad

asociados con dicho riesgo, detectando de tal modo

para su
La
ta una
rmacos, ya
estudios
ros
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riesgo de reaccion adversa a dicho farmaco en dicho

La presente invencién se basa, en parte, en el
sorprendente  descubrimiento que una  combinacion
biomarcadores de uniébn de peptoide puede utilizarse
individualizar la terapia en pacientes. Dada la alt
variabilidad entre paciente en respuesta a un farma
métodos de ensayo de la invencion presente son espe
ventajosos porque utilizan una estrategia combinato
toma en cuenta las diferencias en caracteristicas d
multiples determinantes moleculares (por ejemplo,
biomarcadores de enlace peptoide) para determinar s
enfermedad en un paciente tiene una alta probabilid
responder al tratamiento con un farmaco especifico
combinacion de farmacos. Si el paciente es clasific
un respondedor, un régimen de dosificacion a la med
paciente puede crearse entonces para lograr eficaci
terapéutica sin provocar efectos secundarios toxico
consecuencia, los pacientes clasificados como respo
pueden recibir

los beneficios completos de la terap

inducida por farmacos sin experimentar los efectos
secundarios asociados con dicho tratamiento. Del mi

los pacientes ya sometidos a tratamiento con un far
pueden experimentar una reduccion en los efectos se
toxicos sin comprometer la eficacia terapéutica med
ajuste de la dosis subsecuente del farmaco. Asimism
pacientes ya sometidos a tratamiento con un farmaco
ser monitoreados para evaluar si ha desarrollado re

al farmaco y debe administrarse una terapia alterna

los métodos de la

Como resultado,

presente permiten tratar una enfermedad en un sujet

invenciéon

sujeto.
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método que comprende: obtencion de una muestra biol Ogica de
dicho sujeto; seleccion de una genoteca de ligandos contra
dicho sujeto; identificacion de las caracteristicas de unién
de uno o mas marcadores en dicha muestra con uno o varios

ligandos en la genoteca; determinacibn si uno 0 mas

marcadores se asocian a una respuesta a un farmaco para el
tratamiento de dicha enfermedad; administrar dicho farmaco a
dicho sujeto, basado en la determinacion de la asoc iacion
entre dicho uno o mas marcadores a dicha respuesta, de este
modo tratando dicha enfermedad en dicho sujeto. En otra
modalidad, la invencién proporciona el monitoreo de un
tratamiento con un farmaco en un sujeto, el método que
comprende: obtencibn de una muestra bioldgica de di cho
sujeto; seleccion de una genoteca de ligando contra dicho
sujeto; identificar las caracteristicas de unién de uno o0 mas
marcadores en dicha muestra con uno o varios ligand os en la
genoteca; determinar si dicho uno o mas marcadores se asocian
a una respuesta a un farmaco para el tratamiento de dicha
enfermedad; administrar dicho farmaco a dicho sujet 0, basado
en la determinacion de la asociacion entre uno 0 ma S
marcadores a dicha respuesta, monitoreando de tal m odo dicho

tratamiento por dicha farmaco en dicho sujeto.
En otra modalidad, la invencién proporciona una
genoteca de ligandos para farmacoproteémicos e iden tificar un

marcador asociado a una respuesta al farmaco. Por

consiguiente, en una modalidad, proporcionada en es te
documento es un método para identificar un marcador asociado
con una respuesta inducida por farmacos para el tra tamiento
de una enfermedad, que comprende: obtencién de una muestra

biolégica de un sujeto; la seleccibn de una genotec a de
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ligando contra dicha muestra biologica; determinaci
caracteristicas de unién de un marcador en dicha mu
ligando en la genoteca; y determinar si dicho marca
asocia con dicha respuesta inducida por farmacos pa
tratamiento de dicha enfermedad, identificacion de
de dicho marcador asociado con dicha respuesta indu
farmacos para el tratamiento de dicha enfermedad. E
modalidad ejemplar, la respuesta a farmacos es una
del paciente al farmaco, su dosificacion o reaccion

En una modalidad, uno o mas aciertos o resultados
de putativos de biomarcadores se identifican median
genoteca de ligandos de la invencion. Puede obtener
muestra biolégica de un sujeto o una pluralidad de
(por ejemplo, poblacion o subpoblaciéon de pacientes
algunas modalidades, puede obtenerse una primera se
muestras bioldgicas de una pluralidad de sujetos qu
una respuesta (por ejemplo, la respuesta inducida p
farmacos o respuesta a una enfermedad) y un segundo
de muestras bioldgicas puede obtenerse de una plura
sujetos no exhibiendo una respuesta. La genoteca de
puede seleccionarse contra la primera y segunda mue
biolégicas establecidas. Las diferencias en las
caracteristicas de union de uno o mas marcadores a
varios ligandos en la genoteca entre la primera y s
muestras biolégicas establecidas pueden ser determi
Basado en las diferencias en las caracteristicas de
los aciertos o resultados putativos de biomarcadore
ser identificados. En algunas modalidades, los acie
resultados son  biomarcadores reconoce

putativos que

anticuerpos a antigenos asociados con una respuesta
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ejemplo, una respuesta del paciente a un farmaco, r
una enfermedad y respuesta a una etapa particular d
enfermedad.

En una modalidad, para la identificacion de
aciertos o0 resultados putativos de biomarcadores, u
genoteca de ligandos peptoide aleatorio, grande, ba
microesferas que van desde unos 350K a unos 250MM p
usarse. Los aciertos o resultados putativos de biom
identificados en la seleccion inicial de la genotec
pueden entonces utilizarse para la seleccion contra
muestras en una seleccion posterior para el diagnos
diagnésticos de compafia discutidos en este documen

En algunas modalidades, los aciertos o resultados
putativos conduce son validados en una seleccion po
En una modalidad, la misma genoteca de ligandos que
utilizé en la seleccion inicial se puede usar en la
posterior de validacion. En otra modalidad, una gen
diferente de ligando (diferente a la que fue utiliz
seleccion inicial) puede utilizarse en la seleccion

de validacion.

En una modalidad, los aciertos o0 resultados

putativos asociados un primer rasgo (por ejemplo, r

una enfermedad) se identifican en la seleccién inic

aciertos o resultados putativos identificados se ut

para seleccionar contra las muestras para determina
asociaciéon con un segundo rasgo (por ejemplo, respu
farmaco). En una modalidad, los aciertos o resultad
putativos asociados con una enfermedad se identific
seleccion inicial y los aciertos o0 resultados putat

identificados se utilizan para seleccionar contra |
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muestras para validar y determinar una asociacion c
fase especifica de dicha enfermedad.

En algunas modalidades, se puede realizar
seleccion inicial para identificar aciertos putativ
dispositivo basado en microesferas, utilizando una
grande de ligandos al azar, y la seleccion posterio
diagnéstico o diagndsticos de la compafiia puede rea
utilizando cualquier plataforma, por ejemplo, micro

usando una genoteca de ligandos no aleatoria o alea

on una

0S en un
genoteca
r para el
lizarse
matrices,

toria.

En una modalidad, en una seleccidn posterior para

el diagnéstico o diagnéstico de la compaifia, una pr
seleccion puede realizarse contra una primera genot
ligandos y una seleccion posterior contra una segun
genoteca de ligandos, en donde la primera genoteca
ligandos consta de una primera serie de ligandos y

genoteca de ligandos comprende un segundo conjunto
ligandos. En un ejemplo, la primera genoteca de lig

examina para identificar los marcadores asociados a
enfermedad, y una segunda genoteca de ligandos
seleccionada en una seleccidn posterior para identi
marcadores asociados a una respuesta inducida por f

En un ejemplo, los aciertos o resultados putativo

se utilizan en una primera seleccion en muestras de

pacientes, recogidos antes del tratamiento del farm
determinar su asociacion con una enfermedad. Despué
tratamiento de farmacos, las muestras se pueden rec

los pacientes, y en una modalidad, los mismos acier
putativos utilizados en el grupo de tratamiento pre

utilizarse para identificar aquellos pacientes con

etapas de enfermedad o cambios sensibles al tratami
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farmacolégico. En otra modalidad, diferentes aciert 0s

putativos pueden usarse para controlar los efectos

secundarios relacionados con el farmaco o los efect os del
tratamiento que son debido a la administracién de f armacos y
no necesariamente estan correlacionados o relaciona dos con el

perfil de pre-tratamiento. En algunas modalidades, otra

genoteca al azar puede utilizarse para encontrar
biomarcadores adicionales que podrian estar asociad os con el
tratamiento farmacolégico.

El término "farmaco”, en este documento, puede

referirse a cualquier farmaco, incluyendo pero no | imitado a,
compuestos sintéticos organicos 0 inorganicos, una proteina,
un peéptido, un polisacarido y otros azucares, un i pido,
secuencias de acidos nucleicos DNA y RNA, un oligon ucleodtido
anti-sentido, un anticuerpo, un ligando del recepto r, una
enzima, un péptido de adhesién, un antigeno, una ho rmona, un
factor de crecimiento, una ribozima y un vector ret roviral.

La invencion abarca cualquier farmaco adecuado

conocido por uno de los expertos en la técnica. Est 0S
farmacos estan listados en el indice de Merck; Phys icians'
Desk Reference, PDR Network, edicién 2011 (01 de di ciembre de
2010); Patente de Estados Unidos 7,932,294, y Publi caciones

de patente estadounidense 20060046967, 20110274695,

20110269722, 20110269709 y 20060205674, todas las c uales
estan incorporadas por referencia en este documento en su
totalidad.

En una modalidad, la farmaco es seleccionado de u na
0 mas de las siguientes categorias/grupos: antibiot icos,
sedantes, hipnaticos, antidepresivos, antipsicotico S,

antimaniacos, analgésicos, antipiréticos, agentes
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antimigrafia, anticonvulsivos, farmacos que se usan en
trastornos de parkinsonismo y del movimiento, farma cos para
la demencia, antiemticos, farmacos para el Vvértigo,

activadores estimulantes del SNC, preparaciones ant I-
infecciosas para el ojo, anti-inflamatorios, prepar aciones
antialérgicas, farmacos anti-glaucoma, preparacione S para

curar  enfermedades oculares, preparaciones aurales,

preparaciones nasales, preparaciones orofaringeas, farmacos
anti-arritmicos, anti-hipertensivos, bloqueadores a Ifa/beta,
bloqueadores de los canales, inhibidores de ACE, an tagonistas
del receptor de angiotensina Il, diuréticos, antian ginales,
nitratos, bloqueadores del canal de calcio. Farmaco S para

insuficiencia cardiaca y el shock, vasodilatadores,

coagulantes, anticoagulantes, tromboliticos, farmac os anti-

plaquetarios, estimulantes  respiratorios,  antitusiv oS,
expectorantes, mucoliticos, descongestionantes, age ntes
antihistaminicos, anti-asmaticos; antiulcerosos, fa rmacos

antisecretorios, antagonistas del receptor H.sub.2,

inhibidores de la bomba de protones, andalogos de

prostaglandina, antiacidos, antiespasmodicos, farma cos de
modificacion de la motilidad intestinal, anti-diarr eicos,
farmacos anti-motilidad, farmacos antimicrobianos, farmacos
actuando en la vesicula biliar, anti-infecciosos ur inarios,
diuréticos, analgésicos urinarios, antiespasmaodicos , farmacos
anti-infecciosos que actlan en la uretra y la vagin a, las
farmacos que actian sobre el uatero, farmacos para | a
hipertrofia prostatica, alfa bloqueadores, anti-and régenos,
farmacos para la disfuncibn  eréctil, espermicidas,

anticonceptivos no hormonales, emolientes, queratol iticos,

anti-infecciosos tépicos, anti-fungicos tépicos,
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parasiticidas tépicos, esteroides tdpicos, farmacos
para el acné vulgar, farmacos para la psoriasis, tr
de pigmentacién y anti-seborreicos, farmacos no est
anti-inflamatorios (NSAID), inhibidores de COX-2, a

antiartriticos, inmunosupresores, analgésicos  topic

relajantes musculares, farmacos neuromusculares, an

de penicilina, antibidticos cefalosporina, quinolon

antibioticos de fluoroquinolona, antibidticos, anti

macrolido, cloranfenicol, antibidticos de tetracicl

sulfonamida, anti-anaeroébicos, metronidazol, farmac

antituberculosos, farmacos antilepra, antifungicos,

protozoarios, anti-helminticos, farmacos anti-infes

antipaludicos, antivirales, anabalicos, esteroides

androgénicos, corticosteroides, estrogenos, progest
anticonceptivos hormonales, agentes fertilizantes,
troficas y farmacos relacionados, farmacos anti-tir

tiroides, antidiabéticos e hiperglicémicos, vitamin

aminoacidos, farmacos contra la  obesidad,

hipolipidémicas, derivados del acido fibrico, estat

inhibidores de HMG CoA reductasa, grupo de acido ni
farmacos utilizados para la gota, farmacos que afec
metabolismo éseo, bifosfonatos, farmacos anticancer

alquilantes, antibidticos citotdéxicos, antimetaboli

citarbina, Fludarbina, 5-fluorouracilo, = mercaptopur

tioguanina, alcaloides vinca, etoposido, taxanos, i
de topoisomerasa 1, inmunosupresores citotéxicos, |

estimulantes,  citoprotectores, amifostina,  estrégen

progestdgenos, antagonistas de la hormona,

antineoplasicos, antiallrgicos, anti-histaminas no-

cetirizina, desloratadina, terfenadina, fexofenadin

farmacos
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histaminas sedantes, bloqueadores del receptor de h istamina,
anestésicos locales, anestésicos intravenosos, anes tésicos de
inhalacion y relajantes musculares.

En otra modalidad, el farmaco se selecciona de un

5 o0 mas de los farmacos enumerados en la cuadro 1 pos terior.
CUADRO 1
Ejemplos seleccionados de farmacos de marca en el m ercado
Nombre genérico nombres comerciales indicacipnes
atorvastatina Lipitor® colesterpl
10 . . .
clopidrogel Playix® aterosclerosis
etanercept Enbrel® RA, JRA, Ps, PsA,
AS
fluticasona Advir® Asma
salmetrol
infliximab Remicade® RA, UC, CD, Ps,
PsA, AS
valsartan Digvan® Hipertension
rituximab Rituxan® NHL| RA
15 esomaprazol Nexium® Ulceras
bevacizumab Avastin® cancer de colon
aripiprazol Abilify® esquizofrenia
trastuzumab Herceptin® cancer de mama
olanzapina Zyprexa® esquizofrenia
guetiapina Seroquel® esqujzofrenia
adalimumab Humira® RA, Ps, JIA, PsA,
AS, CD
ontelukast Singulair® Asma
20 enoxaparina Lavenox® DVT
anticoagulante
venlafaxina Effexor® Depresion
pioglitazona Actos® Diabetes
candersartan Atacand® Hipertension
Blopress®
escitopram Lexapro® Depresion
Cipralex®
glatiramer Copaxona® Esclerosis
25 multiple
NHL linfoma no Hodgkin, RA artritis reumatoide, JRA artritis
reumatoide juvenil, JIA artritis idiopatica juvenil , Ps
soriasis, PsA artritis soritica, CD enfermedad de Crohn; UC

colitis ulcerosa, AS espondilitis anquilosante.

30
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En otra modalidad, el farmaco se selecciona de un
0 méas de los siguientes: Abacavir, aripiprazol, tri

arsénico, atomoxetina, atorvastatina, azatioprina,

boceprevir, brentuximab Vedotin, Busulfano, capecit

carbamazepina, Carisoprodol, Carvedilol, Celecoxib,

(1), Cetuximab  (2), cevimelina, clordiazepéxido vy

amitriptilina, cloroquina, Citalopram (1), Citalopr
Clobazam, clomifeno, clomipramina, Clopidogrel, clo

codeina, Crizotinib, dapsona, Dasatinib, desipramin

desloratadina vy pseudoefedrina, Dexlansoprazol (2),

Dexlansoprazol (2), dextrometorfano y quinidina, Di

doxepina, drospirenona y etinilo, estradiol, Erloti

esomeprazol, fluorouracilo, fluoxetina, fluoxetina

olanzapina, flurbiprofeno, fluvoxamina (1), fluvoxa

fluvoxamina (3), Fulvestrant, galantamina, Gefitini

Gefitinib (2), iloperidona, Imatinib (1), Imatinib

Imatinib  (3), Imatinib (4), imipramina, Indacaterol
Irinotecan, Isosorbida e hidralazina, Lapatinib,
lenalidomida, Maraviroc, mercaptopurina, Metoprolol
Mivacurium, Modafinil (1), Modafinil (2), nefazodon
Nelfinavir, Nilotinib (1), Nilotinib (2), nortripti

omeprazol, Panitumumab (1), Panitumumab (2), pantop

paroxetina, peginterferén alfa-2b, perfenazina, fen
pimozida, Prasugrel, pravastatina, propafenona, Pro
protriptilina, quinidina, Rabeprazol, Rasburicasa,

iIsoniazid, pirazinamida, risperidona, fenilacetato

benzoato de sodio, fenilbutirato de sodio, tamoxife
Telapreuvir, Terbinafina, tetrabenazina, tioguanina,
tioridazina, Ticagrelor, Timolol, tiotropio, tolter

Tositumomab, Tramadol y acetaminofén,

Oxido de

abina,
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tretinoina, trimipramina, &cido valproico, Vemurafe nib,
venlafaxina, voriconazol, warfarina (1) y warfarina (2).

En otra modalidad, la invencibn comprende un
diagnéstico comparfiero a un farmaco que se dirige a un
objetivo farmacoldgico conocido. En otra modalidad, la
invencion comprende a un diagnostico compafiero a un objetivo
farmacoldgico que esta experimentando un ensayo cli nico.
Ejemplos de un objetivo farmacoldgico que esta expe rimentando
un ensayo clinico incluyen, pero no se limitan a,
Bapineuzumab, Solanezumab, inmunoglobulina  intraven osa
(IVig), Latrepirdina (Dimebon), Scyllo-inositol/ELN D 005,
cloruro de metiltionio (Rember), CERE-110, PBT2,
Davenutida/AL-108, BMS-708163, PF-04494700/TTP488,
Tideglusib/NP-12 (Nypta), Belimumab, Atacicept, Map atumumab,
Apomab, Dulanermin, Odanacatib, AMG-785, DG-041, OC -000459,
PLX-4032, LX-1031, y LX-1032.

Un perfil de union de uno o mas componentes de la
muestra (por ejemplo, biomarcadores) puede utilizar se para
predecir, diagnosticar, evaluar o tratar, cualquier
enfermedad, conocido por uno de los expertos en la técnica.
Los términos “"enfermedad" o "condicibn" son comunme nte
reconocidos en la técnica y sefialan la presencia de signos
y/o sintomas en un individuo o0 paciente que se reco nocen
generalmente como anormales. Enfermedades o afeccio nes pueden
diagnosticarse y categorizado en base a los cambios
patolégicos. Las sefales pueden incluir cualquier e videncia
objetiva de una enfermedad, como los cambios que SO n
evidentes por la examinacion fisica de un paciente o de los
resultados de las pruebas de diagnédstico. Los sinto mas son
evidencia subjetiva de la enfermedad o una condicié n del
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paciente, es decir, la percepcidbn del paciente de u na
condicion anormal que difiere de la funcién normal, sensacion
O aspecto, que puede incluir, sin limitaciones,
discapacidades fisicas, morbilidad, dolor y otros ¢ ambios de
la condicidon normal experimentada por un individuo. Varias
enfermedades o condiciones incluyen, pero no se lim itan a;
aguellas clasificadas en los libros de texto estand ar de la
medicina, incluyendo, sin limitacién, los libros de texto de
nutricion, medicina alopatica, homeopatica y osteop atica. En
ciertos aspectos de esta invencion, la enfermedad o dolencia
es seleccionada del grupo que consiste de los tipos de
enfermedades mencionadas en los textos estandar com 0
Harrison's Principles of Internal Medicine, 14.sup. th Edicidon
(Fauci et al, Eds., McGraw Hill, 1997), o Robbins P athologic
Basis of Disease, 6.sup.th Edicion (Cotran et al, E d WB
Saunders Co., 1998), o the Diagnostic and Statistic al Manual
of Mental Disorders: DSM-IV, 4.sup.th Edicion, (Ame rican
Psychiatric Press, 1994), u otros libros de texto, que se
incorporan en el presente documento en su totalidad Las
enfermedades se enumeran también en las publicacion es de
patente de Estados Unidos 2007/0003954 y 2011/00923 84, que
estan incorporados en este documento en su totalida d.

Ejemplos de una enfermedad o condicion incluyen,
pero no se limtan a cancer, enfermedad autoinmune,
enfermedad inflamatoria, enfermedades infecciosas,
enfermedades neurodegenerativas, enfermedades
cardiovasculares, infeccion bacteriana, infeccion v iral,
infeccion por hongos, infeccibn por priones, estado
fisiol6gico, estado de contaminacién o salud en gen eral.

Los métodos de seleccion de la genoteca de ligand 0s
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al azar de la invencion pueden utilizar las caracte risticas
de enlace para distinguir entre diferentes formas d e una
enfermedad o su estado, incluyendo estados de enfer medad
previa o0 la severidad de un estado de enfermedad. P or
ejemplo, pueden utilizarse los meétodos para determi nar el
estado metastasico de un cancer o la susceptibilida d a un
agente o enfermedad. En algunas modalidades, la inv encion
incluye métodos y composiciones para evaluar los ra dicales de
unidn de ligando presentes en o asociados con un ca ncer, por
ejemplo, pero no limitado a, el cancer de mama, can cer de
pulmoén, cancer de préstata, cancer de cuello uterin 0, cancer
de cabeza & del cuello, cancer testicular, cancer d e ovario,
cancer de la piel, cancer cerebral, cancer pancreat ico,
cancer de higado, cancer de estdbmago, cancer de col on, cancer

rectal, cancer de esofago, linfoma y leucemia.

En algunas modalidades, la invencidon incluye

métodos y composiciones para evaluar los radicales de unién
de ligando presentes en enfermedades autoinmunes, p or
ejemplo, pero no limitado a, miastenia gravis, hepa titis
cronica activa, cirrosis biliar primaria, miocardio patia
dilatada, miocarditis, sindrome autoinmune poliendo crino tipo

I (APS-1), hepatitis autoinmune, vasculitis fibrosi S

quistica, hipoparatiroidismo adquirido, sindrome de

goodpasture, enfermedad de Crohn, enfermedad corona ria,
pénfigo foliaceo, pénfigo vulgar, sindrome de Guill ain-Barré,
diabetes Tipo 1, sindrome del hombre rigido, encefa litis de
Rasmussen, gastritis autoinmune, enfermedad de Addi son,
sindrome hipoglucémico de insulina (enfermedad de H irata),

resistencia a la insulina tipo B, acantosis, lupus

eritematoso sistémico (SLE), anemia perniciosa, art ritis de
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Lyme resistente al tratamiento, polineuropatia, esc lerosis
multiple, enfermedades desmielinizantes fiebre reum atica,
dermatitis atopica, cirrosis biliar primaria, enfer medad de
Graves, Hipotiroidismo autoinmune, vitiligo, oftalm opatia
tiroidea  asociada, tiroiditis  autoinmune, tiroiditi S
autoinmune de Hashimoto, enfermedad celiaca, defici encia de
ACTH, miositis, dermatomiositis, polimiositis,
dermatomiositis, sindrome de Sjogren, esclerosis si stémica,
esclerosis sistémica progresiva, esclerosis  sistémi ca,
escleroderma, morfea, sindrome antifosfolipido prim ario,
penfigoide  ampolloso, herpes gestacional, penfigoid e
cicatricial, urticaria idiopatica cronica, sindrome s del
tejido conectivo, glomerulonefritis necrosante y cr escentica
(NCGN), vasculitis sistémica, granulomatosis de Weg ener,
sindrome de Churg-Strauss, polimiositis, sindrome d e Raynaud,

enfermedad  hepatica  cronica, leishmaniasis  visceral ,

deficiencia de CI autoinmune, glomerulonefritis pro liferativa
membranosa (MPGN), tiempo de coagulacion prolongada , purpura
trombocitopénica autoinmune, inmunodeficiencia,
aterosclerosis, neuronopatia, pénfigo paraneoplasic 0,
sindrome del hombre rigido paraneoplasico, encefalo mielitis
Paraneoplasica, neuropatia autonémica subaguda, ret inopatia
asociada al cancer, ataxia mioclono paraneoplasica opsoclono,
sindrome de neurona motora inferior, sindrome miast énico de
Lambert-Eaton y degeneracion Cerebelar paraneoplasi ca.

En una modalidad, la invencién incluye métodos y

composiciones para evaluar radicales de union de i gando
presentes en enfermedades infecciosas, por ejemplo, pero no
se limitan a, sindrome de inmunodeficiencia adquiri da (SIDA),

antrax, el botulismo, brucelosis, chancroide, Infec cion por
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Chlamydia, coOlera, coccidioidomicosis, criptosporid

Ciclosporiasis, difteria, Erlichiosis, encefalitis

arbovirus, Escherichia coli Enterohemorrdgica (E. c
Giardiasis, gonorrea, Haemophilus influenzae, enfer
Hansen (lepra), sindrome pulmonar por Hantavirus, s
urémico hemolitico, Hepatitis A, Hepatitis B, Hepat
virus de inmunodeficiencia humana

(VIH), legionelos

Listeriosis, enfermedad de Lyme, Malaria, sarampion
enfermedad meningococica, paperas, Pertussis (tos f

peste, poliomielitis paralitica (polio), psitacosis

del loro), fiebre Q, la rabia, fiebre maculosa de |
montafias rocosas, Sarampion, sindrome de rubéola co
salmonelosis, sindrome respiratorio agudo severo (S
shigelosis, viruela, enfermedad estreptocécica (gru
invasivo), sindrome de shock toxico estreptococico
Streptococcus pneumoniae, sifilis, tétanos, sindrom
choque toxico, triquinosis, Tuberculosis, Tularemia
tifoidea, vancomicina-intermedio/Staphylococcus aur
resistente, varicela, fiebre amarilla, variante de
Creutzfeldt-Jakob  (vCJD), fiebre del dengue, fiebre
hemorragica Ebola, equinococosis (enfermedad de la
Alveolar), infeccion del virus de Hendra, viruela h
Influenza A H5N1 (influenza aviar), fiebre de Lassa
hemorragica de Marburgo, virus de Nipah, fiebre O'n
nyong, fiebre del Valle Rift, encefalitis equina ve

virus del Nilo Occidental.

La genoteca de ligandos de la invencion puede

utilizarse para seleccionar cualquier etapa de la e
por ejemplo, una etapa temprana de una enfermedad o

avanzada etapa tardia de una enfermedad.
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En otra modalidad, la invencion incluye métodos y

composiciones para evaluar radicales de union de i gando
presentes en las enfermedades neurodegenerativas, p or
ejemplo, pero no limitados a, accidente cerebrovasc ular,
choque  hipovolémico, choque traumatico, lesidbn  por

reperfusion, esclerosis multiple, SIDA, demencia as ociada;
toxicidad de la neurona, enfermedad de Alzheimer, t rauma en
la cabeza, enfermedad respiratoria del adulto (ARDS ), lesion
medular aguda, enfermedad de Huntington y enfermeda d de
Parkinson.

La invenciéon comprende composiciones que comprend en
las genotecas basadas en particulas de compuestos
seleccionados de peptoides, péptidos, oligdbmeros, m oléculas
pequefias y cualquier molécula natural derivada o
sintéticamente hechas y que se pueden colocar a un sistema de
apoyo como una microesfera o una pequefia particula.

De acuerdo con la presente invencion, es
proporcionan composiciones que comprenden peptoide( S) que
unen los anticuerpos indicativos de una respuesta a un
farmaco y los métodos de deteccibn de anticuerpos e n una
muestra que contiene anticuerpos que comprende el ¢ ontacto
con una muestra que contiene anticuerpos con un sop orte
teniendo fijado a éste un peptoide. Genotecas de i gando
pueden incluir compuestos de férmula 1 en donde los grupos R
en la cadena lateral amina o carbono alfa se selecc ionan
independientemente del grupo que consta de hidrogen 0;
alquilo; alilo; metilo; etilo; n-propilo; isopropil 0, n-
butilo; isobutilo; n-butilamina; sec-butilo; terc-b utilo;
pentilo; hexilo; isopentilo; arilo; heteroarilo; fu ranilo;

indolilo; tiofenilo; tiazolilo; imidazolilo; isoxaz

oilo;
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oxazoilo; piperonilo; pirazoilo; pirrolilo; pirazin ilo;
piridilo; pirimidilo; pirimidinilo; purinilo; cinol inilo;
benzofuranilo; benzotienilo; benzotriazolilo; benzo xazolilo;
quinolina; isoxazolilo; isoquinolina cicloalquilo; alquenilo;

cicloalquenilo; fenilo; piridilo; metoxietilo; (R)-
metilbencilo; C 06 alquilarilo; C 06 alquilheteroarilo; C 0-6
alquilo sustituido con un grupo seleccionado de OH, SH, un

halégeno, OR °, COOR®, NR *® (en donde R ¥ se selecciona del

grupo que consta de H o C 16, alquilo o C 16 alquinilo) o R 16
(en donde R '® se selecciona del grupo que consta de H o C 16
alquinilo); OC 16 alquilo; C 2- ¢ alquenilo; C 2- 6 alquinilo; C 2= 6
alquenilo; y C 2- 6 alquinilo — incluyendo uno o mas grupos

quimicos descritos en los cuadros 1 y 2 en la Solic itud de
patente provisional de E.U.A. 61/467,256 que se inc orpora

para referencia aqui en su totalidad.

En una modalidad, las genotecas de ligandos de la

invencion pueden comprender un compuesto de formula | en un
soporte,
s £ g Fi B
. i/ \
Sa i Y _ Lo
p "‘“\,ﬂ Mt i o g 8
§ ] i
t - Ty ¥
e R, \\s\:r Fia §
L } Fn

en donde R ; se selecciona de una cadena lateral de
aminoacidos rica en electrones Y;

Y R 32-Rg se seleccionan independientemente de los
grupos que constan de H, C 1-Cesalquilo, C 1-CealquiloSCH 3; C o-
GsalquiloC  ,-Cgalquenilo, C o0-Cealquilo C  ,-Cgalquinilo, C 1-Ce
COOH, C;-CgalquiloOH, C  ;-CgalquiloN(R) 2, C 3-Cgcicloalquilo, C 1-

Gsalquilarilo, C 1-Cealquilheteroarilo, C 1-CsalquiloINC(O)C ;-
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Gsalquilo, C 1-Cealquilcicloamida en donde cualquiera de los

grupos arilo o heteroarilo pueden ser sustituidos
independientemente con —OH, CI, F, Br, -OCH 3, SO 3NH 0 —O-CH »-
O-.

Los compuestos de la genoteca de ligandos al azar

(por ejemplo las genotecas de ligandos) para la sel eccion de
un fluido biolégico complejo se describen detallada mente en
solicitud de patente provisional de Estados Unidos 61/467,256
y 61/491,717 que se incorporan por referencia en es te

documento en su totalidad.

Las genotecas grandes de ligando de la invencion

pueden utilizarse directamente en el liquido biolog ico, bajo
las condiciones experimentales apropiadas, para sel eccionar
los biomarcadores y sin necesidad de utilizar menos miembros
de soporte (por ejemplo alrededor de 100,000 o meno s) o
requisito para transferir tales peptoides o ligando S a una
micromatriz antes de la seleccion del fluido biolég ico.
Ademas, las genotecas de ligando también pueden uti lizarse
para seleccionar los receptores basado en células ¢ ue
especificamente se relacionan con un marcador de su perficie
celular particular. La presente invencion, a difere ncia de
los métodos anteriores, permite la inclusibn de un mayor
namero de microesferas/resinas y asi las genotecas mas
grandes en el tamiz de agente de unién de ligando o el tamiz
del receptor celular para seleccionar directamente las

muestras biolégicas complejas.

Como se describi6 previamente con respecto a

sistemas de micromatrices, virtualmente cualquier m olécula o
compuesto puede utilizarse para construir una genot eca con
base en resina o microesfera al azar. Estas "molécu las" o
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"compuestos" pueden incluir productos naturales o ¢
artificiales o moléculas derivadas sintéticamente.

de estas moléculas puede ser de los sistemas biol6g
como fuentes no derivadas biologicamente. Los ligan
preferidos para los propésitos del tamiz inicial ut

genotecas de microesfera grandes bajo las condicion
reclamadas en la presente invencion se realizan, en
submonomeros, que son seleccionados de cualquier am
monomerica conocida y de cualquier haluro de acido
conocido o haluro de acido acético sustituido. Por

el cuadro 1 en la solicitud de patente Provisional

Unidos 61/467,256, que es incorporada por referenci

documento en su totalidad, proporciona una gama de

sobre una amina no sustituida.

mondmeros

En algunas modalidades, los

submonémeros son seleccionados del formado

grupo
cisteina, glicina, metionina, alilamina, amina del

isobutilamina, diaminobutano, metilbencilamina (rac
ciclohexilamina, 3

enantiomérica), piperoniloamina,

dimetoxifenetiltilamina, bencilamina, N-(2-
aminetil)acetamida, N-(3-aminopropil)-2-pirrolidino
aminoetil)bencenosulfonamida o furfurilamina.

Haluros de &cido acético y/o acido acético R
sustituido, haluros en donde R es seleccionado de ¢
cadena lateral de aminoacido o de cualquier otro gr
las amina

incluyendo aquellos grupos o variables de

monosustituidas son utilizadas también como submond

Alternativamente, la combinacion de cualquier amina

cualquier haluro de &cido acético puede reaccionar

formar un monémero, que entonces reacciona, con otr

ompuestos
El origen
icos, asi
dos
ilizando
es
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ina
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de Estados
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reactivo en una creciente cadena de peptoide para f ormar un
oligbmero de la invencién.

Las genotecas combinatorias de peptoides pueden
prepararse de la siguiente manera: peptoides tenien do una
cisteina 0 metionina monomeérica del aminoacido unid 0O a un

soporte 0o un enlazador sobre un soporte 0 resina O

microesfera pueden prepararse agregando primero el aminoacido
protegido a un soporte o enlazador en un soporte. T ras la
adicion de dicho aminoacido (o cualquier aminoacido deseado
que puede servir un propadsito funcional u otro prop osito en
el oligdbmero o un diagnéstico con dicho oligdmero), monomeros
restantes pueden afadirse utilizando quimica de pép tidos
estandar o usando submonomeros del acido bromoacéti co (0 un
acido Bromoacético o-sustituido o reactivo similar) y una

amina monosustituida donde la amina es sustituida c on un
grupo R. El grupo R puede seleccionarse de cualquie I peptoide
conocido sustituido incluyendo los que se describen en, por
ejemplo, Publicacion de patente de Estados Unidos N 0S.
2010/0303805 o0 2010/0303835 vy/o aquellas descritas en

Zuckermann y varias publicaciones Kodadek que estan

incorporadas por referencia en este documento en su

totalidad. Las aminas preferidas son aquellas selec cionados
de las genotecas recitadas en este documento en ami nas
monomericas particulares se agregan a cada genoteca para
construir 1-250 MM genotecas de microesfera o resin a. Los
tamafos de genoteca varian de microesferas o resina s de 1 MM

a 50 MM dicha diversidad de compuestos sobre estas.
El proceso para hacer cada peptoide generalmente
implica (1) preparacion de un reactivo del aminoaci do sobre

un soporte (incluyendo un enlazador opcional sobre un
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soporte); (2) la reaccion de la molécula de aminoac
dicho soporte con un haluro de acilo como acido Bro

o acido cloroacético para formar un derivado haloge
la reaccion de los derivados halogenados con una am
monosustituida para formar una amida y (4) repetir

(2) y (3) para formar un peptoide. Peptoides que co
metionina son generalmente hechos en las grandes ge
Peptoides que contienen cisteina tipicamente se hac

grandes cantidades de peptoides de alta afinidad se

después de la seleccidn inicial de las grandes geno
microesfera o resina. En las genotecas basadas en m
inicialmente seleccionar el flu

grandes usadas para

complejo biolégico como el suero, no hay necesidad
requisito para un enlazador PEG largo que suele ser
para los tamices de micromatrices. Un enlazador PEG
un microesfera o resina proporcionado es un enlazad
de menos de alrededor de 10 unidades monomeéricas. E
de diagnéstico compuestos por microesferas de cabez
tentagel de menos de alrededor de 50 micras (por €]
micras), resulta util utilizar ambos enlazadores PE
(por ejemplo entre 2-10 PEG mondémeros) o mas oligobm
pueden ser utilizados.

Las condiciones usadas para realizar cada paso en
el proceso de construccion del oligomero utilizan s
como DMF, acetonitrilo o] diclorometano.
trifluoroacético es utilizado para propésitos de di
piperidina u otra base conveniente es utilizada com
en la reaccion entre un derivado de bromo y una ami
grupos de proteccion se utilizan en la preparacion

reactivo de aminoacido. En wuna modalidad

Acido

preferida,

ido en
moacético
nado (3)
ina
los pasos
ntienen
notecas.
en cuando
desean y
tecas de
icroesfera
ido
ni
necesario
puede ser
or corto
n los kits
a o
emplo, 10
G cortos

eros PEG

olventes

vision y
0 una base
na. Varios

del



10

15

20

25

30

44

diaminobutano se utiliza como el primer submonémero de amina
en la cadena junto a los residuos de cisteina en el C-
terminal del peptoide. En el primer paso del proces o, las
microesferas seleccionadas o0 resinas (en cantidades de
microesfera o miligramos) se hinchan con un solvent e adecuado
como DMF. Si las microesferas estan "protegidas” co n un grupo
de proteccidn sobre la amina reactiva en dichas mic roesferas,
una solucion de base como piperidina repetidamente se afiade
con el lavado posterior con DMF para desproteger la cabeza.

Una vez que la microesfera es desprotegida o si una

microesfera como una microesfera de tentagel se uti liza
inicialmente, puede reaccionar con un aminoacido ad ecuado
como la cisteina o metionina (protegido con Fmoc u otro grupo
de proteccidon conveniente sobre el nitrogeno y prot egido con
Trt (Trifenilmetilo) en el azufre y en suficientes cantidades
molares para reaccionar con cada microesfera) con u n solvente
adecuado como DMF. HBTU (tetrametilouronio hexafluo rofosfato
(reactivo de acoplamiento) 4-metilmorfolina (base) junto con
el aminoacido protegido se agregdé a la solucion de la
microesfera en un vaso de precipitados (tubo o matr az) y se
agitd a temperatura ambiente para formar los aminoa cidos
Fmoc/Trt protegidos en la resina (0 en un enlazador en la
resina). Entonces, las microesferas se lavan varias veces con
un solvente como DMF. El grupo Fmoc entonces es des protegido
usando un reactivo adecuado que permite la reaccién de la
amina en el aminoacido con otro reactivo como otro aminoacido
protegido o un submondémero, tal como el acido Bromo acético y
un agente activa por ejemplo DIG (3-isopropilocarbo diimida)

en un solvente adecuado bajo calor (microondas con

agitacién). Las microesferas resultantes después se lavan
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varias veces y luego se tratan con una amina monomeé rica
deseada (en exceso leve molar) en un solvente adecu ado bajo
calor. Las microesferas resultantes son lavadas var las veces

y en repetidas ocasiones tratadas con acido Bromoac éticoy la
amina de eleccion para construir el oligbmero y gen oteca
oligomérica. Los peptoides pueden ser divididos de las
microesferas usando el acido triflouroacético. Una técnica
alternativa u otro proceso adecuado para peptoides que
comprende una modalidad preferida, por ejemplo, los peptoides
con cisteina adyacente a un mondomero con 1-il-n-but ilamina
incluye la construccion de un peptoide con dos amin oacidos en
el C-terminal seguido por un proceso que incluye ad emas
afadir cualquiera de los mondémeros construidos en u n proceso
de submondmeros en donde el segundo aminoéacido es | isina.
Esto incluye ademas la seleccion de cualquier moném ero o
submonomero para hacer submondémeros de acido Bromoa cético «a-
sustituido en la cual los sustituyentes del carbono pueden
seleccionarse de cadenas laterales de aminoacidos t ipicos
para formar, después de la reaccibn de los reactant es,

peptoides o-sustituidos en donde un grupo R se encuentra en

uno o ambos del carbono en la cadena de peptoide o el
nitrdgeno en la cadena peptoide. Los sustituyentes de un a-
carbono o0 nitrogeno pueden ser practicamente cualqu ier

sustituto como se recita en este documento.

Las genotecas combinatorias de pequefias moléculas

pueden ser obtenidas comercialmente o prepararse ut ilizando
meétodos conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo , Bichler
et al. 1995; Cho et al, 1999; LePiae et al., 2002; Ostergaard
and Holm, 1997; Yang et al, 1999). Ademas, la Paten te de

E.U.A. No. 6,344,334 y las publicaciones Gallop et al,
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(1994), Gordon et al, (1994); Thompson y Eilman (19
también son fuentes de esas moléculas y genotecas.

Las genotecas combinatorias de péptidos pueden se
obtenidas comercialmente o prepararse utilizando mé
conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Stewar
(1984); Tam et al (1983); MerrifteM (1986); y Baran
Merritleld (1979), cada una de ellas por la present
incorporan por referencia.

Las genotecas combinatorias de los acidos nucleic
incluyen ARN o ADN pueden ser obtenidas, comercialm
prepararse utilizando métodos conocidos en la técni
genotecas combinatorias de oligosacaridos pueden se
obtenidos comercialmente o prepararse utilizando mé
conocidos en la técnica.

En cada caso, los "ligandos" o ligandos al azar
pueden afiadirse para apoyar las resinas o microesfe
formar genotecas de seleccion pueden ser utilizadas
condiciones descritas aqui, para seleccionar biomar
fluidos biolégicos complejos. Los ligandos preferid
ligandos de peptoide.

Ademas de la construccién y/o utilizaciébn de esas
genotecas, puede ser necesario 0 deseado caracteriz
purificar y/o sintetizar o volver a sintetizar cual
ligando. Tales métodos son conocidos en la técnica
toda la gama de métodos de purificacion como HPLC v
cromatografia o métodos de purificacion por medios
métodos de caracterizacion como el espectrometro de
NMR o combinaciones de cualquiera de estos métodos.
métodos son mas descritos en, por ejemplo, la Publi
patente de US 2007/0003954,
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incorporada por referencia. En tales casos, cualqui
purificada puede ser contemplado como un compuesto
compuesto substancialmente purificado.

En la metodologia de seleccién inicial de Ila
invencion, microesferas y/o resinas se utilizaron c
de apoyo teniendo un oligdbmero operablemente acopla
soporte. En los kits de diagndstico u otros Kkits co
"aciertos" o "aciertos putativos" de dicho tamiz in
sistemas de apoyo pueden ampliarse a practicamente
sistema de soporte incluyendo micromatrices o cualq
plataformas de diagnéstico conocida. En estos casos
necesario asegurar que tales kits u otro soporte, s
con los aciertos putativos también tienen o estan a
para tener un detector o métodos de deteccion para
la deteccién de ligandos con readicales de union de
unidos a estos ligandos. Los métodos de deteccion p
incluyen, por ejemplo, ELISA u otros métodos que im
uso de anticuerpos etiquetados secundarios.

Los soportes pueden hacerse de cualquier material
adecuado. Materiales utilizados para realizar estos
pueden incluir, por ejemplo, vidrio, plastico, resi
poliméricas o ceramicas o microesferas. Los soporte
pueden incluir materiales tales como niquel, latén,
otros metales 0 mezclas de metales. Los soportes ta
pueden ser condicionados a tener enlazadores y/u ot
para enlazar o conectar a reaccionar con un ligando
activo de un ligando. Estos grupos se describen tam
publicacion de patente de US No. 2007/0003954. En |
invencion, el nUmero de resinas 0 microesferas con

individuales unidos a estos o un enlazador y luego

er ligando
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soporte oscila entre mas de 100K a unos 150 millone

namero preferido habia utilizado en los métodos de

inicial de la invencibn varia entre 1MM vy

ligandos/resinas.
Resinas TentaGel® son preferidas para

metodologia de seleccion del ligando grande de la i

Estas resinas son copolimeros injertados que consis

matriz de poliestireno reticulado bajo en el cual s

polietilenglicol (PEG o FOB). Las resinas TentaGel

comercialmente disponibles (Rapp Polymere GmbH). Co

un polimero "tipo cameleon” con propiedades hidrofi

hidrofobicas, el copolimero de injerto muestra prop

quimicas modificadas. Segun el fabricante, hay en p

dos maneras de introducir PEG en la matriz de polie

modificada. El procedimiento de inmovilizacion mas

acoplar un PEG via uno de sus grupos hidroxilo term

poliestireno clorometilado segun la sintesis del ét

o utilizar otros PEG bifuncionales para el acoplami

el soporte sdlido. El fabricante encontr6 que media

fraguado de copolimerizacién de injerto anidnica el

PEG a paso directamente en la matriz, las cadenas P

han sido

masas moleculares de hasta 20 kilo dalton

inmovilizados sobre los poliestirenos entrelazados
funcionalizados. Los copolimeros de injerto con cad
de wunos 2000-3000 daltons demostraron ser Optimos c
respecto a tasas cinéticas, movilidad, capacidad de

y resina. Como no hay ningun procedimiento para con
monodisperso con mas de 10 unidades de Oxido de eti

técnica de tedricament

cualquier polimerizacion, es

imposible introducir cadenas PEG monodispersas con

2MM
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unidades de oOxido de etileno a la resina o consegui
monodisperso por polimerizaciéon directa sobre la co
vertebral de poliestireno (monodisperso se define ¢

sin ninguna distribucion de peso molecular).
copolimeros de injerto son presidn estable y pueden
lotes, asi como bajo

utiizados en los procesos por

condiciones de flujo continuo. ElI copolimero contie
aproximadamente 50-70% PEG (p/p). Las propiedades d
polimeros son altamente dominadas por las propiedad

y frente a la matriz de poliestireno.

Establecer una genoteca quimica 0 genoteca
péptido por el enfoque "uno compuesto un microesfer
fundamental para saber el nimero de microesferas qu
disponibles dentro de una cierta cantidad de resina
la capacidad de microesferas individuales. ElI micro
resume algunos tamanos de las particulas y los corr
con la capacidad correspondiente de una sola microe
calculos se basan en una carga tipica de microesfer
TentaGel que se encuentran en el rango de 0.25-0.3
Para la caracterizacion analitica por lo menos 5 pm
péptido resina-unida son necesarios para la secuenc
microesfera. Para estimar la cantidad de resina Opt
la genoteca, que puede ser manejada econémicamente,
tener en cuenta los tamafos de microesfera y las ca
de la microesfera. Con respecto a la homogeneidad d
de difusion y tasas cinéticas asi como para el anal
de microesfera y cuantificacion de microesferas ind

todas nuestras microesferas muestran una distribuci

tamafio muy estrecho.
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resina tamafio |jim] . microesferas /g %capacidad!micrnesferaé
TentaGel NH; 730 pm 4 E: X H'J' ﬁ“ nmul |
...Tﬂnm(mi ‘\Hﬁ.._... .....mﬂ n t e mnmol
| ...Ii e;m(n,nrj»..mm'i my um @4 i m 4;mm|
i m....:'{enta(:e! wamﬁ !_11132 Y] J 31mm1
T s:nta(ml\ﬁ H!LI pm 8. b? X HJ '?b{} - H{} pmul
'Iem:i(_rei _?\Hz @{1 pm | | .E_Hﬁx 10 o 80 - Ii}[} pmol
TentaGel M NH. 35 pm 455% 107 pﬂiﬂl
| ?enmrel " ‘\,Hw o ;m{ s o o |
TentaGel M NH; 0 um 1.95x 107 0,13 pmol
10 Correlacion del tamafio de particula, nimero de micr oesferas
por gramo de resina Yy capacidad por microesferas
individuales. Caélculo de la capacidad individual de la
microesfera se basa en una capacidad de 0.25 - 0.3 mmol/g de
resina
15
Existen varios tipos de resinas TentaGel
disponibles con propiedades a la medida dependiente s de su
aplicacion:
20 Resinas S TentaGel:

El espaciador PEG se une a la cadena troncal de

poliestireno mediante un enlace de alquilo. Este en lace no es
sensible a los acidos o bases. Este tipo de resina es un tipo
de resina utilizada para la sintesis de péptidos, s intesis

25 organica en fase soélida o quimica combinatoria.

Resinas PAP TentaGel

El PEG se une a la cadena troncal de poliestireno

30 mediante un acoplamiento de éter bencilico. Esta un i6n de
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éter bencilico es sensible a duras condiciones acid as como
100% TFA o mezclas de TFA/FMSBr.

Se utilizan estas resinas especialmente adaptadas

para los procedimientos de inmunizacibn o para sint etizar
derivados modificados con PEG (productos conectados PEG), con
duras condiciones acidas, el espaciador PEG es divi dido junto
con el compuesto sintetizado del soporte solido sol uble para
obtener compuestos modificados con PEG mediante la aplicacion
de las condiciones de fase solida (por ejemplo, pép tidos

modificados con PEG).

Resinas N TentaGel:

El espaciador PEG se une a la cadena troncal de

poliestireno mediante un enlace de éter bencilico. Estas
resinas a medida se utilizan en quimica de oligonuc ledtidos
para sintesis de oligormcleolide de pequefia y gran escala. En
comparacion al vidrio CPG se aumenta la capacidad d e un

factor de K).

Como las resinas TentaGel son copolimeros
compuestos de poliestireno y polietilenglicol, prop iedades
quimicas y fisicoquimicas de ambos polimeros base t ienen que
ser tomados en cuenta.

PEG por si mismo es un polimero higroscopico. Se

sabe de la literatura que esteres PEG no son muy es tables y
facilmente hidrolizados. Dependiente de las condici ones de
almacenamiento y tiempo de almacenamiento, PEG por si mismo
puede ser oxidado a lo largo de la cadena de poliét er para
formar perdxidos o ésteres. En consecuencia, el tra tamiento
con acido o el tratamiento con bases, hidroliza el PEG

formado - ésteres que resultan en una pequefia canti dad de
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"PEG - fuga". Esta salida puede ser notada por MS o NMR como
seflales PEG e impurezas en el producto final. Este
comportamiento quimico es fiel a todos los PEG -y polimeros

basados en PEG.

TentaGel | “S” significa una resina estandar, aplicable a un

S: gran numero de aplicaciones, utiles en lotes y
sistemas de flujo pasante

TentaGel | una resina adecuada adaptada para sintesis de fin

R: de bulsqueda.. La resina muestra un volumen
incrementado de  hinchazébn pero es menos
resistente a la presion. Adecuada para peéptidos
grandes y secuencias dificiles

TentaGel |esta version cargada altamente de TentaGel

HL: combina una capacidad significativamente mayor
con las ventajas de las resinas TentGel.

TentaGel |las macroesferas TentaGel son destacas por los

MB: diametros  de particula  extraordinariamente
grandes y capacidades altas basadas en la
tecnologia de TentaGel y disefiada para la
sintesis de grano Unica y analisis de grano unico

TentaGel | este tipo de resina se disefia para la sintesis de

N: oligonucledtidos a gran escala automatizada

TentaGel |este tipo de resina se ha desarrollado para

J: inmunoconjugados poliméricos

TentaGel | |a forma de microesfera de 10, 20, 30 pum de este

M: TentaGel y su mono- dispersion permite
aplicaciones en clasificadores automatizados,
para crear genotecas grandes, sintesis de
velocidad alta, etc.

TentaGel | describe resinas TentaGel bifuncionales, donde

B: los sitios reactivos en la superficie externa de
la grano se protege de forma ortogonal a los
sitios del reactivo ubicados en el volumen
interno de la grano y resinas hibridas para la
division de secuencia

utilizarse otras resinas y/o particulas para constr uir un
ligando por genoteca de microesfera. Por ejemplo, | as resinas
de poliestireno ligeramente reticuladas o resinas p oliamida
pueden ser utilizadas. El grupo que une el sustrato con la
microesfera de resina puede ser una parte esencial de la
sintesis en fase soélida. ElI enlazador es un grupo

especializado de proteccion, en tanto el momento, e I
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enlazador atara un grupo funcional, sélo para que v uelva a
aparecer al final de la sintesis. El enlazador no d ebe verse
afectado por la quimica que se utiliza para modific ar o
ampliar el compuesto adjunto. Y finalmente el paso de
division debe proceder facilmente y en un buen rend imiento.
El mejor enlazador debe permitir la union y divisio n en

rendimiento cuantitativo.

En ciertos aspectos, el apoyo puede ser una

microesfera, una placa, una tira reactiva, un filtr 0, una
membrana, un alfiler o un pozo. Deteccion puede aba rcar RIA,
FIA, ELISA, Western blot, citometria de flujo, FRET 0

resonancia de plasmon superficial.

Enlazadores del acido carboxilico

El primer grupo enlace utilizado para la sintesis

de péptidos lleva el nombre del padre de sintesis e n fase
sélida. La resina Merrifield es funcionalizada poli estireno
reticulado con un grupo de clorometilo. El grupo ca rbonilo se
une por el desplazamiento nucleofilico del cloruro con una
sal carboxilato de cesio en DMF. La division para r egenerar
el acido carboxilico se logra por el fluoruro de hi drégeno.

La segunda clase del enlazador utilizada para aci do
carboxilico es el enlazador de Wang. Los aciertos d el
enlazador generalmente se unen al poliestireno reti culado,
TentaGel y poliacrilamida para formar la resina Wan g, fue
disefiado para la sintesis de acidos carboxilicos pé ptido
usando la estrategia Fmoc-proteccion y debido al di sefio del
alcohol bencilico activado, el producto acido carbo xilico
puede ser dividido con TFA. Se ha desarrollado una forma mas

acido labil de la resina de Wang. La resina SA.SRIN tiene la
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misma estructura que el enlazador de Wang, pero con la
adicién de un grupo metoxi para estabilizar el ion carbomum

formado durante acido catalizado, division.

Enlazadores carboxamida

El enlazador Rink se prefiere generalmente para

generar carboxamida primaria en fase sélida, a la i nvencion
presente, este enlazador se utiliza cuando la fabri cacion o
re-sintetizar los aciertos o aciertos putativos des de el
tamiz principal de la invencion. En tales casos, la cisteina

es el primer monomero reaccionado con el enlazador de Rink y
luego el proceso implica la adicion posterior de mo nomero
para construir el oligbmero o quimica de submondmer o]

subsecuente para construir el oligbmero. La mayor

sensibilidad de acido en el enlazador de Rink es un a
consecuencia de los dos grupos de metoxi donantes d e
electrones adicionales. En la generacion de carboxa mida
primario, se une el material de partida, el enlazad or como un

acido carboxilico y después modificacion sintética es

dividida de la resina con TEA.

O
! TEA

i
i

El uso de resina Rink para producir carboxamida
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siguiendo la division TFA-catalizada.

Enlazador de alcohol

El enlazador de hidroxilo basado en el grupo de

5 proteccién tetrahidropiranilo (THP) ha sido desarro llado por

Thompson y Ellmann. Todo tipo de alcoholes afiaden f acilmente
a dihidropiraa y el resultante grupo de proteccion THP es
estable a la base fuerte, pero facilmente dividido con acido.
Este enlazador se une a una resina Merrifield. ElI ¢ rupo

10 tritilo es un buen grupo de acido labil de protecci on para un
lote de heteroatomos. El grupo de tritilo se ha uti lizado
para alcoholes de anclaje en la sintesis de una gen oteca de

B-mercaptocetonas.

15 Carbamatos y enlazador amina

El enlazador carbamato se ha utilizado para la
sintesis de una genoteca combinatoria de 576 poliam inas
preparadas en la busqueda de inhibidores de infecci ones

parasitarias tripanosomales. Dos enlazadores fueron

20 investigados. Uno basado en &cido hidroximetilbenzo icol,y
el otro, un grupo donante de electrones se ha afadi do 2. El
altimo permitié la divisibn por TFA mientras que el primero

podria ser dividido con fuertes condiciones acidas.

25

o

Un enlazador muy ati se ha desarrollado
recientemente para la generacion de amina terciaria . (Aminas

30 terciarias comuUnmente se utilizan en las moléculas de
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arrastre). Las aminas primarias y secundarias se in troducen
al enlazador por la adicion de Michael. La amina pu ede ser
alquilada al ion del amonio cuaternario unido a res ina. En
una condicion basica suavemente, eliminacién de Hof fmann se
produce para dar unas aminas terciarias de alta pur eza.

Enlazadores Traceless

En algunos casos, las materias primas se cargan e n
la resina en una forma, como el acido carboxilico y divididas

en otra forma; por ejemplo una carboxamida. Esto es

perfectamente aceptable si el objetivo, compuesto r equiere la
funcién liberada. (Péptidos invariablemente contien en un
acido carboxilico o carboxamida). Sin embargo, el ¢ recimiento
de interés en genotecas combinatorias de no-péptido s de bajo
peso molecular ha suscitado la necesidad de nuevos tipos de

enlazadores. Estos enlazadores muestran una funcidon

inespecifica después de la divisibn, los enlazadore S
Traceless se llaman asi porque un examen del compue sto final
no revela ningun rastro del punto de acoplamiento a la fase
sélida.

Muestras

Como comentamos  anteriormente, los  fluidos
biolégicos complejos preparados para andlisis en el proceso
de la invencion incluyen o pueden incluir una serie de
potenciales biomarcadores incluyendo marcadores exp resados en
células (células no adherentes, incluyendo las célu las T u
otras células efectoras inmunes), microorganismos, proteinas,

péptidos, lipidos, polisacaridos, pequefias molécula S,
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moléculas  organicas, moléculas inorganicas,
biolégicas e incluyendo cualquier molécula detectab
legible en tal entorno complejo. En una modalidad p

estos marcadores son anticuerpos y, en particular,
anticuerpos generados como resultado de una enferme
condicion. En una modalidad preferida, los fluidos

tales como suero, plasma, saliva u otros liquidos o
procedentes de un paciente o animal u organismo son

de dichos marcadores. Cada muestra o tejido o biolo
derivado, o derivado ambientalmente u obtenido mues
condicionado, tratado o diluido o manejado de otra

el fin de exponer dicha muestra a la seleccion inic
cualquier seleccion posterior mediante aciertos put
ligandos que tienen afinidad por estos biomarcadore
muestras se diluyen conforme a los métodos recitado
presente documento para proporcionar o permitir suf
distincion entre niveles de fondo o ruido y sefiales

con la uniébn de un ligando a una molécula de union

ligando.

El tiempo y/o las condiciones necesarias para

exponer los ligandos/apoyos para tales muestras dep
la muestra particular y otros factores. Las condici
preferidas para el proceso de la invencion reivindi
descritas en este documento. En casi todos los caso
pasos de lavado o elucion y otros medios de acondic

se utilizan después de la exposicion del fluido bio

la genoteca grande de ligando y/o ligandos o kits d

de dicha genoteca. Las soluciones acuosas se utiliz

incluyendo soluciones reguladoras de pH como regula

HEPES, buffer Iris o fosfato regulador de pH salino

molécul

as
le o
referida,
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de apoyo también pueden tratarse con materiales abs
de energia para facilitar la desorcion o ionizacion
"complejo” de una superficie de apoyo. Medios quimi
utilizados también para separar o eliminar complejo
radical ligando-ligando de unién de soportes.

Métodos de deteccion para la deteccion de complej
de radical de union ligando-ligando sobre un soport
medios fotométricos y no-fotométrico. Estos métodos
asegurar que el proceso incluya un método para dete
medir la absorbancia, flurorescencia, indice de ref
polarizacion o luz, dispersion. Estos incluyen los
directos y/o indirectos para medir estos parametros
que implican fluorescencia incluyen etiquetado fluo
en metodos
Métodos de indice de refraccion incluyen resonancia
plasmon superficial (SPR), métodos acoplados de rej
ejemplo, acopladores de rejilla uniforme de sensore
sensores oOpticos interrogados de longitud de onda (
acopladores de rejilla), espejo resonante y técnica
terferometricas. Métodos que implican polarizacién
elipsometria. También podran utilizarse métodos de
de la luz. Otros medios para etiquetado y/o separar
detectar también pueden incluir los medios magnétic
Imagenes por resonancia magnética, espectrometria d

fase gas. MRI puede ser utilizado.

El andlisis de los datos generados normalmente

implica la cuantificacion de la sefial debido al bio
detectado versus un control o referencia. Los datos
ser analizados por cualquier medio adecuado. Comput

programas informaticos pueden ser utilizados para g

inmunoloégicos como ensayo ELISA o sandwi

orbentes
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analizar los datos. Las microesferas y/u otros sopo
pueden ser codigos de computadora o cifrados para p

de identificacion. El analisis de datos incluye el

de la fuerza de la sefal en las condiciones particu

ensayo o meétodos de deteccion, ligandos, radicales

de ligando o radicales de referencia y/o radicales
deteccidn secundaria pueden ser etiquetados o radio
etiquetadas con un radical detectable. Uno de ordin
habilidad en la técnica puede evaluar la diferencia
distincion entre muestras de fluidos biologicos que
biomarcadores asociados con la enfermedad contra
pacientes de control o sanos, las muestras que no c

tales marcadores. Uno de ordinaria habilidad en la
también puede determinar, conforme a los métodos de

este documento, la presencia de positivos falsos u
aciertos que son o pueden encontrarse en las muestr

para considerar y/o quitar tales "aciertos” y uno d
habilidad comdn en la técnica, en virtud de los mét
descritos en este documento, puede continuar el pro
determinar 0 encontrar biomarcadores asociados con
enfermedad en muestras de pacientes con enfermedad
bandeja. La "detecciébn" de tales aciertos, en todos
casos, se logra por medios para detectar la union d
radical de unién a ligando tal como un biomarcador

con la enfermedad u otro marcador a ligandos en una

de ligando tales como los descritos en este documen
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Los biomarcadores asociados con las enfermedades

y/o condiciones recitadas en el presente documento
dependiendo de la etapa particular de la enfermedad

condicion del paciente particular o animal u otro o
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evaluado. Los ligandos, que son los aciertos putati vos y los
compuestos recitados en el presente documento, se e speran
que, en muchos casos, imiten el antigeno natural qu e inicia
la respuesta inmune y/o formacién de anticuerpos o células
inmunes en primera instancia. La presente invencion y proceso
de seleccion reclamado y recitado en el presente do cumento no
requieren conocimientos del antigeno particular o e I
anticuerpo generado en respuesta al antigeno. Los | igandos
el, sin embargo, pueden ser Utiles en su propio der echo como
vacunas o candidatos de farmacos ademas de ser (til en los
tamices y métodos de diagndstico recitados en el pr esente. La
presente invencion asi incluye compuestos y composi ciones
farmacéuticas.

Tamices de peptoides:

Para seleccionar genotecas de peptoide
combinatorial una microesfera-un-compuesto (OBOC), decenas de
miles de millones de microesferas con peptoides est an
preparadas y luego mezcladas con una muestra biolog ica
compleja. La muestra biolégica compleja inicial
preferiblemente es una muestra de control y una mue stra
biolégica compleja posterior tratada con una genote ca de
ligandos que ha "eliminado” los aciertos de control entonces
es tratada y/o seleccionada contra una muestra biol Ogica
compleja enferma. Los ligandos/microesferas que int eractdan,
con al menos un biomarcador asociado con la enferme dad
entonces se detectan, identifican y aislan y/o cara cterizan.
En una modalidad preferida, se utiliza un protocolo de
selecciéon Tentagel que comprende (1) la preparacion de la
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microesfera, (2) seleccion de fluidos biolégicos co

(3) deteccién de aciertos.

Tamices de péptidos

Para seleccionar genotecas de péptido combinatori
una microesfera-un-compuesto (OBOC), decenas de mil
millones de microesferas con péptidos estan prepara
luego mezcladas con una muestra biolégica compleja
los procesos descritos aqui. Los microesferas que i
con biomarcadores asociados con la enfermedad enton
identificados y aislados para la determinacion de |
estructura compuesta. Por ejemplo, seleccion de gen
péptido OBOC utilizando estreptavidina (SA) como la
de sonda, marcada con un colorante fluorescente roj
utilizando el equipo clasificador de fluo COPAS BI
para separar las microesferas no fluorescentes de |
fluorescentes pueden realizarse. Véase Manmi et al.
Chein, 2009, 11 (1), pp 146-150. Los tintes rojos g
utilizarse son ATTO 590 y roja Texas. Después de in
genoteca con el conjugado colorante fluorescente ro
obtienen las microesferas positivas causadas por la
interaccion de péptido-SA. Las microesferas son ana
por espectrometria de masas tiempo-de-vuelo de ioni
desorcidn con laser asistida por matriz (MALDI-TOF
las genotecas de péptido pueden utilizarse de maner
al proceso descrito en este documento con peptoides
muestras de fluidos biolégicos de control iniciales
utilizan para quitar cualquier acierto de ligando/m
de la genoteca de compuestos de inicio y en donde |

miembros restantes de la genoteca se utilizan a con
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para seleccionar cualquier acierto en una muestra d
biolégico complejo enfermo. Estos aciertos son los

putativos que luego se llevan adelante en cualquier

diagnéstico.

De manera similar, cualquier ligando
seleccionarse sobre las microesferas o soportes med
procesos descritos en este documento. Estos

incluyen, ademas de peptoides o péptidos, oligdbmero
acidos nucleicos, polisacaridos, moléculas pequefas
cualquier combinacion de éstos que se pueden constr
genotecas Yy, bajo las condiciones recitadas en el p

documento, usados para seleccionar fluido biolégico

Kits y herramientas de diagnostico

Cualquiera de los compuestos o

descritos aqui ademas se pueden utlizar en kits de

diagnéstico en un entorno clinico o de laboratorio.

kits pueden variar desde un punto simple de analisi
diagnostico para el cuidado para instrumentos o0 son
complejos y multiplexados. Los sistemas de soporte
"embalaje" que rodea el nucleo del sistema de apoyo
puede seleccionarse de kits comerciales actuales qu
disefiados para incluir los aciertos putativos y/o a

gue son re-sintetizados e instalados en plataformas

0 pueden ser utilizados en kits de diagndstico nuev
disefiados. Los kits tipicamente se acompafiaran por
reactivos e instrucciones convenientes para usar lo

para la seleccion y/o el diagnéstico de la enfermed

dolencia concreta para la cual el kit esta disefiado

Cualquier kit o método constara de al menos un acie
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putativo o ligando que se ha identificado de acuerd

método de seleccidn recitada en el presente. Este |
pluralidad de ligandos puede seleccionarse desde el
ligando o una mezcla de ligandos que forman los com

la invencion. Los ligandos pueden seleccionarse seg
afinidad por un biomarcador asociado con la enferme

un estado de enfermedad particular o un grupo o bat
enfermedades o afecciones. Los ligandos preferidos
ligandos peptoide. Los kits también contendran inst

para los médicos que diagnostican una determinada e

o condicion y etiquetado especifico para el kit par

estado de enfermedad o condicion. La presente inven
incluye una combinacion de un kit incluyendo todos
componentes esenciales como los peptoides putativos
ligandos encontrados de una seleccion inicial utili
cualquiera de las genotecas divulgadas aqui y/o con

virtud de los métodos especificos recitados en el p

las instrucciones de etiquetado. También se prevé (
procesos particulares y métodos y materiales divulg

presente pueden utilizarse en una clinica y laborat

la supervision de un operador experto. Los kits y/o
instrumentos 0 equipos conforman ligandos tales com
peptoides que son especificos para los anticuerpos

con la enfermedad y/o células. El "kit" puede abarc
completo kit de diagnéstico y/o kit de seleccién o

puede abarcar los componentes o subcomponentes que

o que comprenden los peptoides de diagndstico, los
anticuerpos descubiertos y caracterizados a través

peptoides o0 antigenos nativos que son descubiertos

purificados y/o caracterizados como resultado de la
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interaccién con y el descubrimiento de los auto-ant
Dichos anticuerpos y los antigenos purificados form
de la presente invencion.

En una modalidad, prevista en el presente documen
es un kit para el diagnostico de una enfermedad. En
modalidad, en el presente documento se proporciona
para el tratamiento de una enfermedad. El kit puede
una genoteca de ligandos, reactivos de deteccién pa
seleccion de la genoteca de ligandos contra una mue
bioldgica, adyuvantes para la seleccidon y un prospe
prospecto puede incluir instrucciones para realizar
de diagndstico, e instrucciones para la determinaci
administracion de wun farmaco e instrucciones para |
administracion del farmaco en base a la determinaci
algunas modalidades, el kit puede incluir un prospe
tiene una etiqueta aprobada por la FDA o una autori
aprobacion de farmacos en otros paises.

Las genotecas de ligandos de la presente invencio
se utilizan para encontrar y determinar los ligando
unen a biomarcadores asociados con la enfermedad. E
ligandos son

luego utilizados en los kits y/o métod

descritos  generalmente para evaluar, seleccionar

diagnosticar enfermedades o condiciones. Estos méto

diagnéstico implican tipicamente la seleccién y enc

biomarcadores asociados con enfermedades que compre

anticuerpos y/u otros marcadores bioldgicos. Como s
anteriormente, estos anticuerpos pueden ser identif
ademas y caracterizados usando los ligandos de la i
en columnas aptas para sacar o eliminar tales antic

muestras de sangre. Los anticuerpos pueden utilizar

icuerpos.
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vez por la sonda y descubrir el antigeno nativo aso ciado con
dichos anticuerpos. La presente invenciéon asi inclu ye tanto
los anticuerpos como los antigenos purificados asoc ilados con
tales anticuerpos y que son descubiertos, aislados y

caracterizados mediante los métodos de la invencion

Kits y/u otros medios para seleccionar yl/o

diagnosticar enfermedades o condiciones deben, en p rimera
instancia, evaluarse contra las muestras del pacien te. Estas
muestras del paciente pueden derivarse de las muest ras de
control normal o de las muestras del paciente en do nde dicho
paciente, se ha identificado como un paciente que t iene o se
sospecha de tener esa enfermedad o condicion. El pa ciente
puede tener otros sintomas asociados con la enferme dad mas
alla de la "presencia” de un biomarcador asociado c on la
enfermedad. El paciente puede estar en una etapa te mprana de
la enfermedad, no puede tener la enfermedad o dolen cia en
absoluto o puede estar en una etapa tardia de una d eterminada
enfermedad. En cualquier contexto clinico y bajo co ntroles y
directrices apropiadas, las muestras de pacientes y clinicas
pueden suministrarse en forma cegada y luego evalua das con
los compuestos de la invencién. Los datos generados como
resultado de la seleccion pueden analizarse luego s in

cegamiento para encontrar 0 no encontrar resultados

estadisticamente significativos o correlaciones con los datos
conocidos o subyacentes sobre cualquier paciente pa rticular o

un grupo de pacientes. La presente invencion compre nde un
método de seleccidbn para detectar la presencia de u na
enfermedad o condicibn que comprende (1) seleccién de una
muestra biolégica de un paciente con al menos un co mpuesto de

la invencién; (2) seleccion de una muestra bioldgic a de
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control bajo las mismas condiciones usando dicho al
compuesto y (3) comparacion de los datos de control
contra los datos del paciente para determinar la pr
ausencia de un biomarcador asociado con la enfermed
grupo de pacientes o las muestras de pacientes teni
sospechosos de tener la enfermedad x puede ser sele
contra un kit o sonda diagnéstico con al menos un ¢

de la invencion y los datos generados con respecto
paciente puede utilizarse sobre una base de caso po
para confirmar o validar un estado de enfermedad o
o falta de ella. Tales datos generados en el presen
documento pueden utilizarse en combinacion con la i

total, conocida en ese paciente particular, para ev
condicion del paciente y proporcionar orientacion a

para ofrecer opciones de tratamiento médico. La "in
generada como resultado de cualquier tamiz puede ut

en el sitio del ensayo clinico para evaluar los pac
individuales que estan tomando terapia de farmacos.
presente invencién asi incluye un método para evalu
progresion clinica de la prueba que comprende el us
tamiz realizado, segun los métodos descritos en est
documento. En una modalidad preferida, la presente

se refiere a un método de seleccion para o el diagn

un estado de enfermedad temprana que comprende el u
tamiz o compuesto reclamado aqui para detectar un b

asociado con la enfermedad. La invencidon es particu

atii en el contexto de la intervencibn temprana de
enfermedad en donde la deteccion de estos biomarcad
espera que ocurra antes de la progresién de la enfe
intervenci

agresiva. En otro contexto; se espera la
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temprana en la enfermedad cardiovascular y/o enferm
metabodlica asi como la enfermedad neurolégica para
vidas y prevenir o ser util para la prevencion de m
tratamiento

desarrollo de esas enfermedades sin

intervencion médica temprana.

La presente invencion también incluye métodos par

aumentar la resolucion o la eficacia de la diferenc

un control o solucién estandar y el fluido biologic

que contiene el biomarcador asociado con la enferme
ejemplo, los métodos incluyen el pre-acondicionamie
tratamiento o pre-bloqueo del sistema/suero con tam
agentes de acondicionamiento tales como lisado y/o

coli.

En otra modalidad, se proporciona un método de

tratamiento de un sujeto sospechado de tener una en
que comprende (a) poner en contacto una muestra que
anticuerpos de dicho sujeto con uno o mas soportes
fijados un peptoide compuesto por un peptoide de la
recitadas en el presente (b) detectar anticuerpos u
dichos peptoides; y (c) tomar una decision de trata
basada en el resultado del paso (b). El método pued
ademas obtener dicha muestra de un sujeto. EI métod
abarcar también realizar un diagnéstico de una enfe
para un sujeto del que se obtuvo dicha muestra si
anticuerpo se une al peptoide es mayor que, al obse
pacientes no enfermos de control. El método también
abarcar el tomar una decision de tratamiento para d
sujeto. La muestra puede contactarse con mas de un

de formulas recitadas en el presente. La muestra pu

contactarse con una plataforma mdultiplex para los p
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de diagnéstico de varios estados de enfermedades o
condiciones. El soporte puede ser una microesfera,

una tira reactiva, un filtro, una membrana, un alfi

pozo. La muestra puede ser sangre, suero, saliva o

deteccion puede abarcar RIA, FLA, ELISA, Western bl

citometria de flujo, FRET o resonancia superficial
plasmon.

Una modalidad adicional se dirige a una compaosici
de anticuerpo aislada de wun fluido biolégico que es
indicativa de una enfermedad, en ciertas modalidade
anticuerpos son aislados por el contacto de una mue
tales anticuerpos con una composicion de peptoide
especificamente anticuerpos indicativos o asociados
enfermedad. Los anticuerpos pueden ser quitados, ai
purificados a partir de otros componentes especific
anticuerpo y no-D. Entonces los anticuerpos pueden
lavados y/o desasociados de los agentes de captura
peptoide.

En ciertas modalidades, una matriz de peptoide de
la peptoides descubiertos en el proceso descrito en
documento es cruzado por hibridacion con una muestr
biolégica que se ha complementado con un lisado bac
por ejemplo, un lisado E. coli. La muestra biologic
una muestra de control y una muestra con un marcado
trastorno del sistema nervioso central. Por ejemplo
diapositivas de micromatriz estan cubiertas con una
hibridacién y equilibradas con 1XTBST (50 mM Tris,

150 mM NaCl, 0.1% Tween20) durante unos 15 minutos.
diapositivas estan entonces lisad

bloqueadas con un

bacteriano en una concentracién de por lo menos, a

una placa,
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acerca de 0.5, 1, 1.5, 2 mg/ml de lisado. Se retira el lisado

y las diapositivas se incuban con sobre un mililitr o de
muestra bioldgica (con wuna concentracion aproximada de
proteina de 5, 10, 15, 20 o 25 Dg/ml incluyendo tod as las
gamas Yy los valores entre estos) en lisados bacteri anos con
agitacion suave. Micromatrices luego son lavadas co n 1XTBST y
cruzadas por hibridacion con los anticuerpos Anti-l aG
etiquetados (por ejemplo, en dilucion 1:400). Enton ces se
lavan los portaobjetos con un regulador de pH adecu ado. Las
diapositivas se secan utilizando una centrifuga (po r ejemplo,

por 5 min a 1500 rpm) y escaneada en un escaner de

microarreglo, por ejemplo, usando un laser de 635 n m con un
100% de potencia y un tubo de ganancia fotomultipli cador 600
o 650. La presente invencion asi también se refiere a un
meétodo de reduccion de ruido de antisueros de fondo en un
ensayo de diagnostico que comprende el tratamiento de la
muestra de plasma control y la muestra enferma con un lisado
E. coli y el contacto con dichas muestras con una m atriz
peptoide o ligando. Se cree que este proceso puede utilizarse
para soportar el tratamiento de cualquier matriz ut ilizada
para detectar y distinguir los anticuerpos en el su ero en el
contexto de comparar una muestra de control a una m uestra
enferma.

Se contempla que cualquier método o composicion
descrita aqui puede aplicarse con respecto a cualqu ier otro
método o composicién descrita en este documento.

El uso de la palabra "un" o "uno/una" cuando se
utiliza conjuntamente con el término "que comprende " en las
reivindicaciones y/o la especificacion puede signif icar

"uno", pero también es consistente con el significa do de "uno
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o una," "al menos uno" y "uno o mas de uno."

Se contempla que cualquier modalidad discutida en
esta especificacion puede aplicarse con respecto a
método o composicidn de la invencion y viceversa. A
composiciones y los kits de la invencion pueden uti
para lograr métodos de la invencion.

A través de esta aplicacion, el término "acerca d
se utiliza para indicar que un valor incluye la var
inherente, de error para el dispositivo, siendo el
empleado para determinar el valor o la variaciéon qu
entre los sujetos del estudio.

Se entiende que cualquiera uno de los aciertos
putativos o0 peptoides descubiertos a través del pro
recitado en este documento también puede ser un far
terapéutico o candidato de vacuna. La presente inve
refiere asi a un proceso para descubrir farmacos ca
vacunas que comprenden el uso del tamiz en virtud d
métodos descritos en este documento.

Los ejemplos siguientes se presentan para ilustra
mas plenamente las modalidades preferidas de la inv
deben de ninguna manera interpretarse, sin embargo,

limitar el amplio campo de la invencion.

EJEMPLOS

EJEMPLO 1

Preparacion de la genoteca

Protocolo para la sintesis de peptoide (Cyst-
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El siguiente ejemplo muestra como se generaron la S
genotecas de peptoide de la invencién. Los material es
utilizados en el ejemplo incluyen matraces de reacc i6n o
vasos de precipitados, tubo de plastico, 3 jeringas de 10-15

ml con agujas. Guantes de latex, 10-15 probetas de

polipropileno de 15 ml y micropipetas con puntas se guras de
solventes (1000 ul), pipetas de vidrio y microesferas de

resina. Los productos quimicos y/o reactivos utiliz ados
incluyeron N,N Dimetilformamida, acido Bromoacético (BMA),
dimetilformamida anhidra, piperidina, acetonitrilo, 3-
diisopropilcarbodimida (D1C), acido Trifluoroacétic 0, 5(6)-
Carboxifluoresceina, diclorometano (DCM) y 4-Metilm orfolina
(NMM). También se utilizaron las diferentes aminas utilizadas

en la preparacion de cada genoteca asi como HBTU

(Tetrametiluronio Hexafluorofosfato) y trietilsilan 0.

Preparacion de peptoides

La concentracion de cada amina utilizada en el
proceso se calcula utilizando la siguiente la férmu la: V-
FW/d/1000x2Mx5ml

Procedimiento:

Paso |
Hinchazén de las microesferas de la resina.

(@) 250 miligramos de microesferas de resina se

colocaron en un matraz de reaccion seco limpio y 5 ml de DMF
hidratado se afiadio a las microesferas que se dejar on hinchar
durante un periodo de una hora o0 menos. Los microes feras se

lavaron con DMF varias veces (2 6 3X) bajo vacio.
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Paso 2

Los pasos (b), (c) y (d) se omitieron cuando las
microesferas desprotegidos” (por ejemplo, TeMa~Gel)
utilizados.

Solucién al 20% de piperidina (base) usando DMF
anhidro como el solvente fue utilizado en el proces
siguiente:

Los siguientes procesos que comprenden los pasos
(b), (c) y (d) se realizaron dos veces cuando se us
"microesferas protegidas”

(b) 2.5 ml de solucion al 20% de piperidina se
afadio a las microesferas protegidas;

(c) después de agregar piperidina, el matraz de
reaccion fue colocado en un agitador/incubadora dur
minutos, ajustado a 200 rpm @ 25°C.

(d) el matraz de reaccién entonces fue lavado 8-1
veces con DMF hidratado usando 5 ml de DMF.

También se prepararon las siguientes soluciones:

468 mg Fmoc-Cys (Trt)-OH en DMF anhidro (2 ml de
volumen) (solucién A).

161.6 mg de NMM, en DMF anhidro 2 ml

303.2 mg de HBTU se agregé al frasco con NMM

(solucién B).

Adicion de HBTU/NMM y Fmoc-Cys

Se agregé 1 ml de cada solucién A y solucién 8 a
las microesferas - (HBTU/NMM) y Fmoc-Cys(Trt)-OH) y
durante 1 hora.

Las microesferas fueron lavadas en DMF 5-10 veces

La solucién restante 1 ml de la solucion Ay B se

fueron

an las

ante 20

agitar



10

15

20

25

30

73

agrego a las microesferas que se agitaron por un pe riodo de 1
hora y luego se lavaron otra vez en DMF 5-10 veces.

También se prepararon las siguientes soluciones;

20% Piperidina (en DMF anhidra)

Acido Bromoacético 2 M

DMF 50% D1C/A

Solucion 2 M de cada amina

Los siguientes pasos (a), (b) y (c) fueron

realizados dos veces, 2.5 ml de solucion al 20% de piperidina
fue agregada; (b) el matraz de reaccion fue agitado a 200 rpm
a 25 grados C y luego (c) las microesferas se lavar on con DMF
8X a 10X.

Una solucion 10 ml de &cido Bromoacético 2 M se
preparo.
Una solucion 10 ml de 50% 3.2 M DIC/ DMF anhidro
(v/v) también se preparo.
Se prepararon soluciones de amina 2M de cada amin
eny para cada genoteca.
Para la sintesis de peptoide, 1 ml de solucién
madre 2M se utiliz6 cada vez que una amina fue afiad ida en la

cadena de peptoide.

Paso 3

Se agreg6 1 ml de acido Bromoacético en el
recipiente de la reaccion;

(b) 1 ml de solucién al 50% DIC/DMF entonces fue
agregada y la solucion resultante, estuvo (c) en mi croondas
durante 15 segundos @ 10% de potencia.

El paso (c) se realiz6 dos veces girando el frasc

de lado a lado entre conjuntos de microlavado.
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Se formé un precipitado blanco después de cada pa
de microondas. Las microesferas se lavaron entonces

veces con DMF.

Paso 4

Se agrego 1 ml de la primera amina en la secuenci
en el matraz de reaccion que contiene el intermedio
desde el paso anterior y el recipiente fue agitado
distribuir uniformemente la amina en las microesfer

reaccion se inicié entonces utilizando el microonda

15 segundos @ 10% potencia 2 veces. Las microesfera

reaccionadas luego se lavaron con DMF hidratado 8-1
Los pasos 3 y 4 se repitieron hasta que todas las

aminas fueron agregadas para hacer los peptoides ob

Paso 5
Las cabezas fueron lavadas con diclorometano (DCM

3 veces y se deja secar.

Paso 6

Los peptoides fueron entonces divididos de las
microesferas usando una solucion TFA al 95% (5 ml).
peptoides fueron recogidos luego de las microesfera
fueron lavadas con un solvente (CH3CN y agua) para
peptoides residuales. El gas argon fue usado para r
cualquier TFA residual. Los peptoides fueron entonc
liofiizadas y caracterizados y purificados segin s
necesario.

Las condiciones de reaccion especificadas arriba
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podrdn modificarse sobre una base segun sea necesar

dependiendo de las cantidades necesarias para cualq

composicién de la microesfera particular.

Las figuras 1-5 generalmente demuestran como la

genoteca de la invencion fue preparada para una enf

por ejemplo, AD diagnésticos, diagnodsticos de cance
pancreas y lupus. En general las microesferas tenie

de una amina estaban vinculadas a un residuo de ami
través de una serie de pasos usando quimica de pépt
estandar que luego reaccion6 con un radical carboni
activado con un grupo haluro que luego reaccion6é co
amina monomeérica teniendo un grupo R. Los pasos 2 y
ciclo se repitieron como se muestra en las figuras

genotecas de grandes peptoides de ligandos distinto

2MM. La genoteca de seleccion inicial preparada en
Tentagel o microesferas tipicamente con un aminoaci
metionina como el primer monémero en la cadena. El
inventor utiliza tal aminoacido para facilitar la d

una microesfera o0 una resina que no tiene un enlaza
divisible. La resina de Rink utilizada para constru
cisteina que contiene peptoides tiene enlazadores q
necesitan o requieren el uso de metionina como el p
aminoacido. Las cisteina que contienen peptoides fu

tipicamente re-sintetizados después del tamiz inici
encontré los aciertos putativos. El grupo azufre ci
permite la reaccion de la cadena peptoide con, por

otro radical reactivo sobre un sustrato de platafor
diagnéstico. El peptoide que fue re-sintetizado tam
contenia un radical 1-il-n-butilamino como la prime

lateral en la cadena después de la amina del aminoa
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cree que este grupo es necesario para mostrar el pe

para solubilizar el peptoide en soluciones acuosas.

EJEMPLO 2

Metodologia de seleccién general

Microesferas de 160 micras Tentagei unidas a un
peptoide de eleccién se hincharon durante la noche
Las microesferas luego se lavaron diez veces en un
de reaccion con agua Millipore y agitacion vigorosa
fresca de Millipore se afadio cada vez, y en el lav
10, las microesferas se dejaron sacudir toda la noc
200 rpm. Al dia siguiente, los microesferas se lava
misma manera con IX TBST y se deja sacudir a 150-20
durante al menos 3 horas.

Las microesferas entonces se
uniformemente en tubos conico de 15 ml, aproximadam
gramos por tubo en IX TBST. TBST fue removido, y 4m
humano normal diluido se agregd a cada tubo. El sue
reserva hecho en IX TBST fue Nano-goteado para obte
concentracion deseada de 20ug/ml. Los tubos que con
suero y cabezas fueron luego se revuelven durante |
4 grados centigrados en la oscuridad. El suero fue
pipeteado de los tubos y reemplazado con 4 ml IX TB
tubos entonces se invirtieron lentamente para luego
suspender las microesferas y luego se deja asentar.
quitdé y agregd dos veces mas, para un total de tres
TBST.

La solucién de anticuerpo secundario entonces se

prepard, mediante la preparaciéon de 5ul de anti-hum

dividieron
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cabra igG Qdot 655 por 1 ml 1X TBST. La ultima adic
TBST fue extraida de las microesferas, se agregaron

solucion Qdot y las microesferas se revolvieron dur

horas a cuatro grados centigrados en la oscuridad.
microesferas luego se dejaron asentar, y la solucio

removida. Las microesferas luego se lavaron tres ve

4ml de IX TBST. Las microesferas fueron luego verti

placa Petri clara de observacion bajo un microscopi

contiene un filtro DAP |. Se eliminaron todas las

microesferas manchadas de rojo.

Después que el primer tamiz se completo, las

microesferas fueron vertidas en tubos conicos de 15
revueltos a cuatro grados centigrados durante al me
horas antes de la siguiente adicién de la muestra d
El suero enfermo entonces fue agregado a las microe
la misma manera como la adicion de suero normal, co
excepcion que el suero se diluyé en el bloque de in
PBS en contraposicion a IX TBST. Sin embargo, la so
original fue preparada en IX TBST para obtener Ila
concentracion apropiada con la nano-gota. La adicio
y adicién de anticuerpos secundaria es la misma que
suero normal.

Una vez infectados los "aciertos" fueron quitados
se agruparon en un tubo eppendorf de 1.5 ml y se ca
95 grados centigrados durante 25-30 minutos en 1% S
fue quitado del tubo y reemplazado por agua Millipo
microesferas fueron entonces revueltas durante 15 m
cuatro grados centigrados. Luego el agua fue reempl
agua fresca, y las microesferas se revolvieron por

minutos. El agua fue luego removida y se habia reem
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con solucion de acetonitrilo/agua 50/50 y se dejo r evolver
otros 15 minutos. Las microesferas fueron luego sep aradas en
pozos individuales en una placa de 96 pozos y se de jo secar.

Una solucion de 20-30mg de bromuro de ciandgeno,
acetonitrilo 500ul, 400ul de &cido acético glacial y 100ul de
agua Millipore fue hecha y 20ul de solucion se agre go a cada
pozo con una microesfera de acierto. La placa fue c ubierta y
se dejo agitar durante 16 horas a 100 rpm. Entonces fue
quitada la tapa y la solucién de division se evapor 0 de los
pozos. Los aciertos fueron luego transferidos en un a placa
MSM vy secuenciado utilizando un analizador de MALD1 ITOF/FOF
4800.

La figura 6 proporciona un esquema general de la
metodologia de seleccion descrita y reclamada en es te
documento.

EJEMPLO 3
Diagnostico de una respuesta a farmacos para el tra tamiento
de una enfermedad

Quinientos miligramos de microesferas Tentagel de
160 micras (genoteca JC3B) se agregaron a un tubo c onico de
15 ml. Cinco mililitros de DMF se agregaron al tubo , Yy los
microesferas se dejaron asentar durante la noche pa ra
hincharse. Al dia siguiente, DMT se pipetea del tub oy se
reemplaza con cinco mililitros de IX TBST. El tubo se
invierte para mezclar y las microesferas entonces s e les
permitié asentarse en la parte inferior y IX TBST s e removio.
Cinco mililitros de IX TBST se agreg6 y quitd cinco veces

mas.
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Muestras de suero normal se preparan afiadiendo 4

e

mililitros de bloque de inicio PBS a un tubo, y agr egando 7ul
de cada una de cuatro muestras tratadas con medicam entos
distintos al mismo tubo. El suero se agrega a las
microesferas lavadas y microesferas y suero se deja n revolver
durante la noche a cuatro grados Celsius en la oscu ridad. A
la mafana siguiente, las microesferas son extraidas del
tambor y se dejaron asentar antes que el suero fuer
pipeteado del tubo. Cuatro mililitros de I'Xx TBST se agregaron
al tubo y el tubo se invierte para mezclar. EI TBST es
entonces pipeteado del tubo y reemplazado con cuatr
mililitros de | X TBST fresco y se removié nuevamente.

Soluciéon de DYNA-microesfera entonces es preparad
agregando 50 ul de microesferas bien mezcladas de ¢ abra IgG
anti-humana DYNA a cuatro mililitros de IX TBST. Lu ego se
agrega la mezcla de las microesferas lavadas. Las
microesferas se permiten entonces revolver durante dos horas
a cuatro grados centigrados en la oscuridad.

Sin lavar las microesferas, se realiza un tamiz d
microesferas DYNA. El tubo se coloca en un soporte magnético
y llenado hasta el borde con IX TBST. El iman y el tubo se
agitan lentamente durante dos minutos, y las microe sferas se
les permitié asentarse en el soporte magnético. El TBST Yy las
microesferas libres que se asentaron en la parte in ferior se
eliminaron cuidadosamente, para no tocar las microe sferas de
acierto unidas a los lados por el iman y reemplazad 0 con IX
TBST fresco, se repite el proceso dos o tres veces, hasta que
no se vieron las microesferas unidas a los lados de | tubo.
Las microesferas de acierto se combinan en un tubo.

Las microesferas sin  aciertos restantes se
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dividieron en tubos de 15 ml, invertidos y rapidame nte
pulsados centrifugados. ElI sobrenadante es eliminad oy
reemplazado con IX TBST fresco. Este proceso se rep iti6 6-8
veces hasta que no sean visibles las microesferas D YNA en la
solucion de la microesfera/TBST. Se lavaron las mic roesferas

de acierto de la misma manera.

Las microesferas se combinan de nuevo en un tubo de
15 ml y suero normal se agrego a las microesferas d e la misma
manera como se estableci6 anteriormente y se permit i0
revolver durante la noche a 4 grados centigrados en la
oscuridad. Ademas, tres mililitros de cada cuatro m uestras
normales se aflade 1 ml de bloque de inicio PBS, y e sta
solucion se agrego al tubo de microesfera de la mic roesfera
DYNA "acierto”. Al dia siguiente, las microesferas se lavaron

del mismo 'modo como con la adiciéon de suero normal "

20 ul de cabra anti-humano IgG Quantum Dot 655 so n
diluidos en 4 mililitros IX TBST (20ul Qdot en | Ml IX TBST
para el tubo de "acierto") y agregaron a las microe sferas. La
solucion se revolvié durante dos horas a cuatro gra dos
centigrados en la oscuridad. El tubo de aciertoy s in acierto
es lavado cuatro veces con IX TBST y se selecciond para
microesferas rojas brillantes bajo un microscopio U V. Las
microesferas restantes son revolvieron en 4 mililit ros de IX
TBST durante una hora, y una muestra de suero trata do enferma
o farmaco se agregd en la misma manera que la muest ra de
suero normal. la matriz magnética y las adiciones Q dot se
realizaron de la misma manera como se mencioné ante riormente.
Los aciertos se secuenciaron luego en un espectrome tro de

masas MALDI TOF/TOF.
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EJEMPLO 4

Datos de micromatriz con una medicion sencilla

Las micromatrices se prepararon como se describe en
la Publicacion de Patente de Estados Unidos No. 201 0/0303805,
que es por la presente incorporada por referencia, las
diapositivas de micromatriz estan cubiertas con la camara de
hibridacion y equilibradas con IXTBST (50 roM Iris, pH 8.0,
150 mM NaCl 0.1% Tween20) durante 15 minutos. Las
diapositivas se bloguearon entonces con 1 ml de reg ulador de
pH de bloqueo durante 1 hora a 4°C. Se retira el re gulador de
pH de bloqueo y las diapositivas se incubaron con 1 ml de
suero (20 mg/ml) durante 16 horas a 4°C con agitaci on suave.
En un método alternativo, las diapositivas se bloqu earon con
1 ml de lisado E. coli (1.5 mg/ml) durante 1 hora a 4°C. Se
retira el lisado de E. coli y las diapositivas se i ncuban con
1 ml de suero (15 mg/ml) en lisado E. coli (1.5 mg/ ml)
durante 18 horas a 4°C con agitacion suave. Las mic romatrices
entonces se lavaron tres veces con IXTBST y se hibr idaron con
Alexa-647 etiquetada anticuerpo Anti IgG (5 mg/ml) durante 2
horas en un agitador orbital a 4°C. Los cartuchos d e camara
fueron removidos de las diapositivas de micromatriz y lavados
con IXTBST (3x15 min) seguido por 0.1XTBST (1x10). Las
diapositivas son secadas en centrifuga (5 min a 150 0 RPM) y
escaneadas en un escédner de microarreglos (Gene Pix
Autoloader 4200) mediante el uso de laser 635 nm al 100% de
potencia y 600 o 650 de ganancia de tubo fotomultip licador.
Todas las imagenes escaneadas se analizaron mediant e el

software Gene Fix Pro 6.0 y Genespring.
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EJEMPLO 5

Protocolo ELISA

Placas activadas con maleimida de 96 pozos fueron

obtenidas de Thermo Scientific y se lavaron tres ve
regulador de pH de lavado 400ul/pozo (fosfato de so
cloruro de sodio 0.15 M, 0.05% Tween 20, pH 7.2), u
arandela de placa de Beckman Coulter. El peptoide d

se diluyé a 10 mM en regulador de pH de union de PB

de sodio 0.1M, 0.15 M cloruro sédico, EDTA 10 mM, p
200ul de la solucién de peptoide se ha afiadido a lo
adecuados. La placa se dejo incubar entonces en la
durante dos horas a temperatura ambiente con agitac

rpm. La solucion peptoide entonces se aspiro de los
arandela de placa de troquel y otra vez se lavaron

con 400ul/pozo de regulador de pH de lavado. L-cist
HCL:H20 (Thermo Scientific) se diluyé a 10 ug/mL en

de pH de union, y se agregaron 200 ul por pozo. La
incubada durante una hora en la oscuridad a tempera
ambiente con agitacion a 500 rpm y se lavaron tres
200ul StartingBloek™ (PBS) regulador de pH de bloqu
Scientific) se afiadi6 a los pozos y la placa se inc
durante una hora a 4° Celsius en la oscuridad con a

500 rpm. La placa se lavo tres veces con la arandel
placa, y las muestras de suero se prepararon por di

serie en regulador de pH de unién de 1:200 hacia ab
concentraciones de soluciones madre de muestra 1:20
tomaron con un nano-gota (Thermo Scientific), para

que eran similares. Cada muestra diluida fue agitad

preparar la siguiente dilucion. 200 ul de la diluci

ces con
dio 0.1M,
sando una
e interés
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oscuridad
ion a 500
pozos con
tres veces
eina
regulador
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0 se
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suero apropiada (enfermedad y normal) se agregé a |
troquel, asi como un regulador de pH de unién sin s
un control. El suero se dejo incubar durante dos ho
temperatura ambiente en la oscuridad con agitacion
Otra vez se lava la placa y 200ul de una dilucion 1
IgG HRP anti-humano de cabra (MilHpore) en regulado
union se afadid a los pozos adecuados y se incuban
temperatura ambiente durante 30 minutos con 500 rpm
en la oscuridad. La placa se lavo tres veces y 100
solucion TMB (3,3',5,5'~tetrametilbenzidina) se agr
pozo y color se permitio desarrollar durante 30 min
banco en la oscuridad. 100 ul de solucién de paro d
sulfurico 2M fue afiadida para detener la reaccion,
pozos fueron leidos en una absorbancia de 450 usand
lector de placas.

Asi, en cada caso y con respeto a cada tratamient
farmacoldgico, el proceso de la invencion puede ser
para descubrir rapidamente los biomarcadores asocia
una respuesta de farmacos (por ejemplo, una reaccio
una resistencia a los medicamentos y la eficacia de
terapéutica) y ligandos que se unen a estos marcado
ligandos -este grupo mas grande de ligandos- pueden
utilizarse para multiples propésitos de diagndstico
terapéuticos. Las plataformas de diagndéstico incluy
micromatrices, métodos basados en microesferas y si
ELISA. Las condiciones utilizadas anteriormente con
un aspecto importante de la invencién. Estas condic
incluyen rangos de dilucion para sueros asi

concentracion de un peptoide particular en un micro

en un pozo y métodos de deteccion. El nimero de mic

como la

a placa de
uero como
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a 500 rpm.
;30,000
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teniendo un peptoide en una microesfera puede varia
dependiendo del kit de prueba en particular o kit d
seleccién. Estos numeros también pueden variar depe

si se utlizan microesferas/ligandos en el protocol
seleccion inicial y método recitado en el presente

y/lo se utilizan en un kit de prueba basado en el
descubrimiento de un ligando de alta afinidad.

Sera apreciado por los entendidos en la materia q
podrian realizarse cambios en las modalidades descr
anteriormente sin apartarse del amplio concepto inv
las mismas. Se entiende, por lo tanto, que esta inv
esta limitada a las modalidades particulares descri
se pretende cubrir las modificaciones que estan den
espiritu y el alcance de la invencién, segun lo def

las reivindicaciones anexadas.

ndiendo de
o de

documento
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entivo de
encién no
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REI VI NDI CACI ONES

Habiéndose descrito la invencién como antecede, s

reclama como propiedad lo contenido en las siguient
reivindicaciones:
1. Un método para diagnosticar una respuesta

inducida por farmaco en un sujeto, el método que co
la obtencidbn de una muestra biolégica de dicho suje
seleccién de una genoteca de ligandos contra dicha
identificacion de las caracteristicas de union de u
marcadores en dicha muestra con uno o varios ligand
genoteca; y determinar si dicho uno o mas marcadore
asociados con dicha farmacos

respuesta inducida por

diagnésticando de tal modo dicha respuesta inducida
farmacos en dicho sujeto.

2.- El método de conformidad con la reivindicacio
1, caracterizado porque dicha respuesta es un efect
secundario de dicho farmaco, una reaccién adversa a
farmaco, una resistencia a dicho farmaco o una efic
dosis terapéuticas de dicho farmaco.

3.- El método de conformidad con la reivindicacio
1, caracterizado porque dicho farmaco es por lo men
los farmacos enumerados en el cuadro 1.

4.- El método de conformidad con la reivindicacio
1, caracterizado porque comprende ademas el paso de
determinar si dicho sujeto responde 0 no responde a
tratamiento o terapia por dicho farmaco.

5.- El método de conformidad con la reivindicacio
1, caracterizado porque dicha respuesta inducida po

farmaco se asocia con una enfermedad o una etapa de

es

mprende:
to; la
muestra;
no o mas
0s en la

S estan

por

dicho

acia de

0S uno de

un

dicha
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enfermedad.

6.- El método de conformidad con la reivindicacio
1, caracterizado porque dicha enfermedad es un canc
enfermedad autoinmune, una enfermedad inflamatoria,
enfermedad infecciosa, una enfermedad neurodegenera
enfermedad cardiovascular.

7.- El método de conformidad con la reivindicacio
6, caracterizado porque la enfermedad de cancer es
de mama, cancer de pulmén, cancer de proOstata, canc
cuello uterino, cancer de cabeza y cuello, cancer t
cancer de ovario, cancer de piel, cancer de cerebro
pancreatico, cancer de higado, cancer de estomago,
colon, cancer rectal, cancer de esoéfago, linfoma o
como ligandos que reconocen los marcadores unicos a
estados de enfermedad.

8.- El método de conformidad con la reivindicacio
6, caracterizado porque la enfermedad autoinmune es
miestenia gravis, esclerosis multiple, narcolepsia,
reumatoide, nefritis, enfermedad de Chagas, esclero
enfermedad de Sjogren.

9.- El método de conformidad con la reivindicacio
6, caracterizado porque la enfermedad infecciosa es
resultado de la infeccidn con virus, bacterias u ho

10.- El método de conformidad con la reivindicaci
6, caracterizado porque la enfermedad neurodegenera
enfermedad de Alzheimer, demencia o enfermedad de C
Jacob.

11.- EI método de conformidad con la reivindicaci

1, caracterizado porque dicha genoteca de ligandos

una pluralidad de ligandos identificados en un tami

er, una
una

tiva o0 una

el cancer
er de
esticular,
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temprano o pre-seleccion basado en reactividad cono cida a
dichos marcadores de unién a ligando.

12.- El método de conformidad con la reivindicaci on
1, caracterizado porque dicha genoteca de ligandos es una

genoteca de peptoides.

13.- El método de conformidad con la reivindicaci on
1, caracterizado porque la genoteca comprende un co mpuesto de
formula l,
0 N H
N N
Rz
NH a 0 R

en donde R 1 se selecciona de una cadena lateral de
aminoacidos rica en electrones Y;

R , se selecciona de H;

y R 3-Rg se seleccionan independientemente de los
grupos que constan de H, C 1-Cealquilo, C 1-CgalquiloSCH 3; C o-
GsalquiloC  ,-Cgalquenilo, C o0-Cealquilo C  ,-Cgalquinilo, C 1-Ce
COOH, C;-CgalquiloOH, C  ;-CgalquiloN(R) 2, C 3-Cgcicloalquilo, C 1-
Gsalquilarilo, C 1-Cealquilheteroarilo, C 1-CsalquiloINC(O)C ;-
Gsalquilo, C 1-Cealquilcicloamida en donde cualquiera de los
grupos arilo o heteroarilo pueden ser sustituidos
independientemente con —OH, CI, F, Br, -OCH 3, SO 3NH 0 —O-CH »-
O-.
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14.- El método de conformidad con la reivindicaci
1, caracterizado porque la genoteca comprende un co

formula |,

rd

en donde los compuestos se producen por un proces
que comprende el uso de un reactivo seleccionado de
que consta de

(A) furfurilamina; 3,4-dimetoxietanolamina;
bencilamina; N-(2-aminoetil)acetamida; N-(3-aminopr
pirrolidinona; etanolamina; glicina; diaminobutano;
alilamina; piperonilamina; metilbencilamina; isobut
4-(2-aminoetil)bencenosulfonamida o ciclohexilamina

(B) metoxietilamina; piperonilamina;
ciclohexilamina; diaminobutano; metilbencilamina;
isobutilamina; furfurilamina o] 4-(2-
aminoetil)bencenosulfonamida; o

© furfurilamina, etanolamina; glicina;
diaminobutano; alilamina; piperonilamina; metilbenc
isobutilamina o 4-(2-aminoetil)bencenosulfonamida;

(D) furfurilamina, N-(2-aminoetil)acetamida; N-(3
aminoetil)-2-pirrolidinona; etanolamina; glicina;
diaminobutano; alilamina; piperonilamina; metilbenc
isobutilamina; 4-(2- aminoetil)bencenosulfonamida;

(E) cisteina, glicina, alilamina, etanolamina,

isobutilamina, metilbencilamina, piperonilamina, me

mpuesto de

R, o) Rq Rs
O N H
N N
R,
MH R O R
"L,:z I ’ °/ n

0]

| grupo

opil)-2-

ilamina;

ilamina;

ilamina;

tionina,
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ciclohexilamina, 3,4-dimetoxifenetilamina, bencilam ina, N-(2-
aminoetil)acetamida, N-(3-aminopropil)-2-pirrolidon a, 4-(2-

aminoetil)bencenosulfonamida y furfurilamina; y

en donde,

R ; se selecciona del grupo que consiste de -(C 1-
Gs)SCHG;

R , se selecciona de H;

R 3 y R 5 se seleccionan independientemente de los
grupos que consisten de H, -C 1-Cealquilo, -C 1-CgalquilSCH 3, -

Co-CealquilC  ,-Cgalquenilo, -C 0-Cesalquil C ,-Csgalquinilo, -C 1-
CsCOOH, -C1-CgalquilOH, C  ;1-CealquilN(R) », -C 3-Cgcicloalquilo, -
Ci-Cealquilarilo, -C 1-Cgalquilheteroarilo, -C 1-CealquilNC(O)C ;-
Csalquilo, -C 1-Cgalquilcicloamida en donde cualquiera de los
grupos  arilo 0 heteroarilo se pueden sustituir
independientemente con -OH, CI, F, Br, -OCH 3, -SO 2NH 0 -O-
ChH-O-.

R 4 se selecciona del grupo que consiste de
furfurilo o -(C 1-Cgalquil)NR  ;Rs,

R s se selecciona del grupo que consiste de H, 1-il-

alilo, 1-il-2-hidroxietilo, isobutilo, 1-il-n-butil amine,
metilbencilo, piperonilo, ciclohexilo, 1-il-2-(3,4-
dimetoxifenil)etilo, bencilo, 1-il-2-(acetamida)eti lo, 1-il-
3-2-pirrolidinona, 1-il-2-(4-bencenosulfonamida)eti lo o}
furfurilo y

nes 3-11.

15.- El método de conformidad con la reivindicaci on

1, caracterizado porque la genoteca comprende un co mpuesto
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que tiene la férmula la

oy Ur YT T

H

H;CS y) I|?10 © FL12 ° FLM °
H-N

2 Ia

en donde el compuesto se selecciona del grupo que

consiste de un compuesto de formula la en donde,

(@) R ¢ es n-butilamina; R 10 €s 1-il-n-butilamina; R 11
es piperonilo; R 12 €s metilbencilo; R 13 €s piperonilo; R 14 €S
metilbencilo; R 15 es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo y R 16

es 1-il-2-metoxietilo;

(b) R ¢ es 1l-il-n-butilamina; R 10 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo; R 11 €s 1-il-n- butilamina; R 12 €S
ciclohexilo; R 13 es l-il-2-metoxietilo; R 14 es 1-il-2,2-
dimetiletil(isobutilo); R 15 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo y R 16 €S metilbencilo;

(¢ R ¢ es l-il-n-butilamina; R 10 €es 1l-il-n-
butilamina; R 11 es piperonilo; R 12 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo; R 13 €s 1-il-n-butilamina; R 14 €S
metilbencilo; R 15 €s metilbenciloy R 16 €S ciclohexilo;

(d) R ¢ es piperonilo; R 10 €s l-il-n-butilamina; R 11
es isobutilo; R 12 €s 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 13
es metilbencilo; R 14 €s ciclohexilo; R 15 es isobutilo y R 16 €S

1-il-n-butilamina;

() R ¢ es l-il-n-butilamina; R 10 €s 1l-il-n-
butilamina; R 11 s metilbencilo; R 12 es l-il-2-metoxietilo; R 13
es ciclohexilo; R 14 €s ciclohexilo; R 15 €S metilbencilo y R 16
es piperonilo;

fH R 9 es piperonilo; R 10 €s 1-il-n-butilamina; R 11

es isopropilo; R 12 €s isopropilo; R 13 €s 1-il-2- metoxietilo;
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Ri4 es ciclohexilo; R 15 €s 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo

Y R 16 es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo;

(99 R ¢ es l-il-n-butilamina; R 10 €s 1-il-n-
butilamina; R 11 €S piperonilo; R 12 es metilbencilo; R 13 €S
piperonilo; R 14 es metilbencilo; R 15 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo y R 16 €s ciclohexilo;

(h) R ¢ es 1l-il-n-butilamina; R 10 €es 1l-il-n-
butilamina; R 11 €s metilbencilo; R 12 €s 1-il-2-metoxietilo; R 13
es ciclohexilo; R 14 €s ciclohexilo; R 15 €s metilbencilo y R 16
es piperonilo;

()R ¢ es 1-il-n-butilamina; R 10 €s metilbencilo; R 11
es metilbencilo; R 12 €s 1-il— n-butilamina; R 13 €s 1-il-n-
butlamina;, R ' es  ciclohexilo; R 5 es  lil-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo y R 16 es ciclohexilo;

() R o es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 10 €S
metilbencilo; R 11 €S metilbencilo; R 12 €s ciclohexilo; R 13 €S
1-il-n-butilamina; R 14 €s metilbencilo; R 15 €s isobutilo y R 16

es 1-il-n-butilamina;

(k) R ¢ es 1-il-2-metoxietilo; R 10 €s isobutilo; R 11
es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 12 €s piperonilo; R 13
es 1-il-n-butilamina; R 14 €s ciclohexilo; R 15 €s metilbencilo

Y R 15 es 1-il- 2-metoxietilo;

h R o €s l-il-n-butilamina; R 10 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo; R 11 €s 1-il-n- butilamina; R 12 €S
ciclohexilo; R 13 es 1-il-2-metoxietilo; R 14 €s isobutilo; R 15
es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo y R 16 €S metilbencilo;

(m) R ¢ es 1-il-2-metoxietilo; R 10 €s 1-il-n-
butilamina; R 11 €S l-il—n-butilamina; R 12 es 1-il-2-
metoxietilo; R 13 €s metilbencilo; R 14 €s 1-il-n-butilamina; R 15

es furfuriloy R 16 €s furfurilo;
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(nN) R ¢ es ciclohexilo; R 10 €s ciclohexilo; R 11 €s 1-
il-n-butilamina; R 12 €s furfurilo; R 13 €s l-il-2-metoxietilo;

Ris es 1-il-2-metoxietilo; R 15 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo y R 16 €s furfurilo;

(0) R ¢ es l-il-n-butilamina; R 10 €s piperonilo; R 11
es  1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 12 es  1-il-2-
metoxietilo; R 13 €s metilbencilo; R 14 €s 1-il-n-butilamina; R 15
es 1-il-2- metoxietiloy R 16 €S metilbencilo;

(p) R ¢ es ciclohexilo; R 10 €es ciclohexilo; R 11 €S
piperonilo; R 12 €s 1l-il-n-butilamina; R 13 es l-il-n-
butilamina; R 14 €S 1-il-n-butilamina; R 15 €s 1-il-n-butilamina

Y R 16 es isobutilo;

(@) R ¢ es piperonilo; R 10 €s 1-il-n-butilamina; R 11
es 1-il-2-metoxietilo; R 12 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo; R 13 €S piperonilo; R 14 €s 1-il-n-
butilamina; R 15 €s metilbenciloy R 16 €S metilbencilo;

(n R ¢ es metilbencilo; R 10 €s metilbencilo; R 11 €S
metilbencilo; R 12 €s l-il-n-butilamina; R 13 €s piperonilo; R 14
es 1l-il-n-butilamina; R 15 €S piperonilo y R 16 €S 1-il-n-
butilamina;

(s) R ¢ es l-il-n-butilamina; R 10 €s 1l-il-n-
butilamina; R 11 s metilbencilo; R 12 €s 1-il-n- butilamina; R 13
es metilbencilo; R 14 €S metilbencilo; R 15 es 1-il-2-
metoxietiloy R 16 €S piperonilo;

) R o es metilbencilo; R 10 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo; R 11 €s 1-il-n-butilamina; R 12 €S
1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 13 €s isobutilo; R 14 €S
1-il-n-butilamina; R 15 €S metilbencilo y R 16 €s 1-il-2-
metoxietilo;

(uy R ¢ es 1-il-2-metoxietilo; R 10 €s 1l-il-n-
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butilamina; R 11 es isobutilo; R 12 €es isobutilo; R 13 €S
ciclohexilo; R 14 €S 1-il-n-butilamina; R 15 €es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo y R 16 €S ciclohexilo;

(v) R g esisobutilo; R 10 €s 1-il-n-butilamina; R 11 €S
1-il-n-butilamina; R 12 es metilbencilo; R 13 es 1-il-n-
butilamina; R 14 €s 1-il-n-butilamina; R 15 €s piperonilo y R 16
es piperonilo;

(w) R ¢ es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 10 €S
isobutilo; R 11 €s metilbencilo; R 12 €s 1-il-2- metoxietilo; R 13
es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 14 €s isobutilo; R 15
es 1-il-2- metoxietiloy R 16 €s ciclohexilo;

xX) R o es furfurilo; R 10 es furfurilo; R 11 €S
piperonilo; R 12 €s ciclohexilo; R 13 €s piperonilo; R 14 €s 1-
il-n-butilamina; R 15 €s 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo y

Ri6 es ciclohexilo;

(y) R g es piperonilo; R 10 €s piperonilo; R 11 €s 1-il-
2-metoxietilo; R 12 es 1-il-2-metoxietilo; R 13 es 1-il-n-
butilamina; R 14 €s 1-il-n-butilamina; R 15 es 1-il-n-butilamina

Y R 15 es 1-il-2- metoxietilo;

(z) R o es piperonilo; R 10 €s 1-il-n-butilamina; R 11
es isobutilo; R 12 €s 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 13
es metilbencilo; R 14 €s ciclohexilo; R 15 es isobutilo y R 16 €S

1-il-n-butilamina;

(@a) R o es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 10
es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 11 es metilbencilo;
Ri> es metilbencilo; R 13 es 1-il-n-butilamina; R 14 €s 1-il-n-
butilamina; R 15 €s I-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo y R 16 €S

1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo;
(bb) R ¢ es 1l-il-n-butilamina; R 10 es 1-il-2-

metoxietilo; R 11 €s 1-il-n-butilamina; R 12 es isobutilo; R 13 €S
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ciclohexilo; R 14 €s 1-il-n-butilamina; R 15 es  1-il-n-

butilaminay R 16 €S piperonilo;

(cc) R ¢ es ciclohexilo; R 10 €s metilbencilo; R 11 €S
ciclohexilo; R 12 €s piperonilo; R 13 €s 1-il-n- butilamina; R 14
es  1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 15 es  l-il-n-

butilaminay R 16 €s 1-il-2-metoxietilo;

(dd) R o es 1-il-2-metoxietilo; R 10 es 1l-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo; R 11 €s 1-il-n- butilamina; R 12 €S
1-il-2-metoxietilo; R 13 €s 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo;

Ris es 1-il-2-metoxietilo; R 15 €S isobutilo y R 16 €S
ciclohexilo;

(ee) R ¢ es 1-il-2-metoxietilo; R 10 €s metilbencilo;

Ri1 es 1l-il-n-butilamina; R 12 es 1l-il-n- butilamina; R 13 €s
piperonilo; R 14 es isobutilo; R 15 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo y R 16 €S 1-il-n-butilamina;

(fH R 9 es l-il-n-butilamina; R 10 €s metilbencilo;

Ri1 es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 12 es
metilbencilo; R 13 es 1-il-n-butilamina; R 14 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo; R 15 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo y R 16 €S ciclohexilo;

(@) R o es 1-il-n-butilamina; R 10 es 1-il-2-
metoxietilo; R 11 es 1-il-n-butilamina; R 12 es 1-l-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo; R 13 €s 1-il-2-metoxietilo; R 14 €S
1-il-2-metoxietilo; R 15 es 1-il-n-butilamina y R 16 €S
metilbencilo;

(hh) R ¢ es ciclohexilo; R 10 €s ciclohexilo; R 11 €S
metilbencilo; R 12 €s l-il-n-butilamina; R 13 €s metilbencilo;

R4 es ciclohexilo; R 15 es metilbencilo y R 16 €s 1l-il-n-
butilamina;

(i) R 9 €s l-il-n-butilamina; R 10 es furfurilo; R 11
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es metilbencilo; R 12 es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo;
Ry3 es furfurilo; R 14 €s ciclohexilo; R 15 €s metilbenciloy R 16
es ciclohexilo;

() R 9 €s 1-il-n-butilamina; R 10 €s metilbencilo;

Ri1 es 1-il-n-butilamina; R 12 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo; R 13 €s 1-il-2-metoxietilo; R 14 €S
metilbencilo; R 15 €s 1-il-2-metoxietilo y R 16 €S isobutilo;

(kk) R o es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 10
es 1l-il-n-butilamina; R 11 €s 1l-il-n-butilamina; R 12 €S
metilbencilo; R 13 €S metilbencilo; R 14 €s ciclohexilo; R 15 €S
1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo y R 16 €S metilbencilo;

(In Rr 9 es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 10
es  1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 11 es  1l-il-n-
butilamina; R 12 €s 1-il-n-butilamina; R 13 €s metilbencilo; R 14
es 1-il-n-butilamina; R 15 €s metilbencilo y R 16 €s l-il-n-
butilamina;

(mm) R o es 1-il-n-butilamina; R 10 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo; R 11 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo; R 12 €s 1-il-2-metoxietilo; R 13 €S
1-il-n-butilamina; R 14 es ciclohexilo; R 15 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo y R 16 €S metilbencilo;

(nn) R ¢ es 1l-il-n-butilamina; R 10 €s 1-il-n-
butilamina; R 11 es piperonilo; R 12 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo; R 13 €s 1-il-n-butilamina; R 14 €S
metilbencilo; R 15 €s metilbenciloy R 16 €S ciclohexilo;

(0o0) R o es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 10
es metilbencilo; R 11 es metilbencilo; R 12 es 1-il-n-
butilamina; R 13 €s metilbencilo; R 14 €s piperonilo; R 15 es 1-
il-n-butilaminay R 16 €s 1-il-2-metoxietilo;

(pp) R o es piperonilo; R 10 €s 1-il-n-butilamina; R 11
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es 1-il-n-butilamina; R 12 €S metilamina; R 13 €S piperonilo; R 14
es 1l-il-n-butilamina; R 15 €S piperonilo y R 16 €S 1-il-2-
metoxietilo;

(gg) R ¢ es ciclohexilo; R 10 €s ciclohexilo; R 11 €S
furfurilo; R 12 €s l-il-2-metoxietilo; R 13 €s isobutilo; R 14 €S
ciclohexilo; R 15 €s metilbenciloy R 16 €S metilbencilo;

(M R 9 es piperonilo; R 10 €s 1-il-n-butilamina; R 11
es isobutilo; R 12 €s isobutilo; R 13 €s 1-il-2- metoxietilo; R 14
es ciclohexilo; R 15 es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo y

Ri6 es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo;

(ss) R ¢ esciclohexilo; R 10 €s ciclohexilo; R 11 €s 1-
il-n-butilamina; R 12 es metilbencilo; R 13 es l-il-n-
butilamina; R 14 €s metilbencilo; R 15 €s ciclohexilo y R 16 €S
piperonilo;

y sus sales farmacéuticamente aceptables.

16.- El método de conformidad con la reivindicaci on
1, caracterizado porque la genoteca comprende un co mpuesto de
la formula:

R14 Ris Rys
JUSN SN SN §
HO
T\ TI/\| T]/\| Tl/\| and
0
HS

en donde el compuesto se selecciona del grupo que

consiste de un compuesto de formula Il en donde,

(@) R ¢ es n-butilamina; R 10 €s 1-il-n-butilamina; R 11
es piperonilo; R 12 €s metilbencilo; R 13 €s piperonilo; R 14 €S
metilbencilo; R 15 €s 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo y R 16

es 1-il-2-metoxietilo;

(b) R ¢ es l-il-n-butilamina; R 10 es 1-il-2-
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(4(bencenosulfonamida)etilo; R 11 €s 1-il-n-butilamina; R 12 €S
ciclohexilo; R 13 es 1l-il-2-metoxietilo; R 14 es 1-il-2,2-
dimetiletil(isobutilo); R 15 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo y R 16 €S metilbencilo;

(¢ R ¢ es l-il-n-butilamina; R 10 €es 1l-il-n-
butilamina; R 11 es piperonilo; R 12 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo; R 13 €s l-il-n-butilamina; R 14 €S
metilbencilo; R 15 €s metilbenciloy R 16 €s ciclohexilo;

(d) R ¢ es piperonilo; R 10 €s 1-il-n-butilamina; R 11
es isobutilo; R 12 €s 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 13
es metilbencilo; R 14 €s ciclohexilo; R 15 €s isobutilo y R 16 €S

1-il-n-butilamina;

(e) R ¢ es 1l-il-n-butilamina; R 10 €es 1l-il-n-
butilamina; R 11 €s metilbencilo; R 12 €s 1-il-2-metoxietilo; R 13
es ciclohexilo; R 14 €s ciclohexilo; R 15 €s metilbencilo y R 16
es piperonilo;

() R ¢ es piperonilo; R 10 €s 1-il-n-butilamina; R 11
es isopropilo; R 12 €s isopropilo; R 13 €s 1-il-2- metoxietilo;
Ri4 es ciclohexilo; R 15 €s 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo

Y R 16 es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo;

(99 R ¢ es l-il-n-butilamina; R 10 €s 1l-il-n-
butilamina; R 11 €S piperonilo; R 12 es metilbencilo; R 13 €S
piperonilo; R 14 es metilbencilo; R 15 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo y R 16 €S ciclohexilo;

() R ¢ es 1l-il-n-butilamina; R 10 €s 1l-il-n-
butilamina; R 11 s metilbencilo; R 12 es 1-il-2-metoxietilo; R 13
es ciclohexilo; R 14 €s ciclohexilo; R 15 €S metilbencilo y R 16
es piperonilo;

HR o €s 1-il-n-butilamina; R 10 €s metilbencilo; R 11

es metilbencilo; R 12 es 1-il—n-butilamina; R 13 es 1-il-n-
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butlamina, R ' es  ciclohexilo; R 5 es  1dil-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo y R 16 es ciclohexilo;

() R ¢ es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 10 €S
metilbencilo; R 11 €S metilbencilo; R 12 €s ciclohexilo; R 13 €S
1-il-n-butilamina; R 14 €s metilbencilo; R 15 €s isobutilo y R 16
es 1-il-n-butilamina;

(k) R ¢ es 1-il-2-metoxietilo; R 10 €s isobutilo; R 11
es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 12 €s piperonilo; R 13
es l-il-n-butilamina; R 14 €s ciclohexilo; R 15 €S metilbencilo
Y R 16 €s 1-il- 2-metoxietilo;

O R ¢ es 1l-il-n-butilamina; R 10 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo; R 11 es l-il-n-butilamina; R 12 €S
ciclohexilo; R 13 es 1-il-2-metoxietilo; R 14 €s isobutilo; R 15
es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo y R 16 €S metilbencilo;

(m) R ¢ es 1l-il-2-metoxietilo; R 10 €es 1l-il-n-
butilamina; R 11 es  l-il—n-butilamina; R 12 es 1l-il-2-
metoxietilo; R 13 €s metilbencilo; R 14 €s 1-il-n-butilamina; R 15
es furfuriloy R 16 €s furfurilo;

(nN) R ¢ es ciclohexilo; R 10 €s ciclohexilo; R 11 €s 1-
il-n-butilamina; R 12 €s furfurilo; R 13 €s l-il-2-metoxietilo;

Ris es 1-il-2-metoxietilo; R 15 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo y R 16 €s furfurilo;

(0) R ¢ es 1-il-n-butilamina; R 10 €s piperonilo; R 11
es  l-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 12 es  1-il-2-
metoxietilo; R 13 €s metilbencilo; R 14 €s 1-il-n-butilamina; R 15
es 1-il-2- metoxietiloy R 16 €S metilbencilo;

(p) R ¢ es ciclohexilo; R 10 €s ciclohexilo; R 11 €S
piperonilo; R 12 es 1l-il-n-butilamina; R 13 es 1l-il-n-
butilamina; R 14 €S l-il-n-butilamina; R 15 €s l-il-n-butilamina

Y R 15 €s isobutilo;
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(@) R o es piperonilo; R 10 €s 1-il-n-butilamina; R 11
es 1-il-2-metoxietilo; R 12 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo; R 13 €s piperonilo; R 14 €s 1-il-n-
butilamina; R 15 €s metilbenciloy R 16 €S metilbencilo;

(n R ¢ es metilbencilo; R 10 €s metilbencilo; R 11 €S
metilbencilo; R 12 €s l-il-n-butilamina; R 13 €s piperonilo; R 14
es 1l-il-n-butilamina; R 15 €s piperonilo y R 16 €S 1-il-n-
butilamina;

(s) R ¢ es l-il-n-butilamina; R 10 €es 1l-il-n-
butilamina; R 11 €s metilbencilo; R 12 €s 1-il-n- butilamina; R 13
es metilbencilo; R 14 €S metilbencilo; R 15 €es 1-il-2-
metoxietilo y R 16 €S piperonilo;

t) R o es metilbencilo; R 10 es  1l-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo; R 11 es l-il-n-butilamina; R 12 €S
1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 13 €s isobutilo; R 14 €S
1-il-n-butilamina; R 15 es metilbencilo y R 16 es 1-il-2-
metoxietilo;

(uy R ¢ es 1l-il-2-metoxietilo; R 10 €es 1l-il-n-
butilamina; R 11 es isobutilo; R 12 €es isobutilo; R 13 €S
ciclohexilo; R 14 €S 1-il-n-butilamina; R 15 €es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo y R 16 €S ciclohexilo;

(v) R g esisobutilo; R 10 €s 1-il-n-butilamina; R 11 €S
1-il-n-butilamina; R 12 es metilbencilo; R 13 €es 1-il-n-
butilamina; R 14 €s 1-il-n-butilamina; R 15 €s piperonilo y R 16
es piperonilo;

(W) R g es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 10 €S
isobutilo; R 11 €s metilbencilo; R 12 €s 1-il-2- metoxietilo; R 13
es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 14 €s isobutilo; R 15
es 1-il-2- metoxietiloy R 16 €S ciclohexilo;

xX) R o es furfurilo; R 10 es furfurilo; R 11 €S
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piperonilo; R 12 €s ciclohexilo; R 13 €S piperonilo; R 14 €s 1-
il-n-butilamina; R 15 €s 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo y

Ri6 es ciclohexilo;

(y) R ¢ es piperonilo; R 10 €s piperonilo; R 11 €s 1-il-
2-metoxietilo; R 12 es 1-il-2-metoxietilo; R 13 es 1-il-n-
butilamina; R 14 €s 1-il-n-butilamina; R 15 es 1-il-n-butilamina

Y R 16 €s 1-il-2- metoxietilo;

(z) R o es piperonilo; R 10 €s 1-il-n-butilamina; R 11
es isobutilo; R 12 €s 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 13
es metilbencilo; R 14 €s ciclohexilo; R 15 €s isobutilo y R 16 €S

1-il-n-butilamina;

(@aa) R o es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 10
es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 11 es metilbencilo;
Ri> es metilbencilo; R 13 €s l-il-n-butilamina; R 14 €S 1-il-n-
butilamina; R 15 €s l-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo y R 16 €S

1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo;

(bb) R o es 1-il-n-butilamina; R 10 es 1-il-2-
metoxietilo; R 11 €s 1-il-n-butilamina; R 12 €s isobutilo; R 13 €S
ciclohexilo; R 14 €s 1-il-n-butilamina; R 15 €es  1-il-n-

butilaminay R 16 €S piperonilo;

(cc) R ¢ es ciclohexilo; R 10 €s metilbencilo; R 11 €S
ciclohexilo; R 12 €s piperonilo; R 13 €s 1-il-n- butilamina; R 14
es  l-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 15 es  1-il-n-

butilaminay R 16 €s 1-il-2-metoxietilo;

(dd) R ¢ es 1-il-2-metoxietilo; R 10 €es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo; R 11 €s 1-il-n- butilamina; R 12 €S
1-il-2-metoxietilo; R 13 €s 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo;

Ris es 1l-il-2-metoxietilo; R 15 €s isobutio y R 16 €S

ciclohexilo;

(ee) R ¢ es 1-il-2-metoxietilo; R 10 €S metilbencilo;



10

15

20

25

30

101

Ri1 es 1-il-n-butilamina; R 12 es 1-il-n-butilamina; R 13 €S
piperonilo; R 14 es isobutilo; R 15 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo y R 16 €S 1-il-n-butilamina;

(fH R 9 es 1l-il-n-butilamina; R 10 €s metilbencilo;

Ri1 es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 12 es
metilbencilo; R 13 es 1-il-n-butilamina; R 14 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo; R 15 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo y R 16 €s ciclohexilo;

(gg) R o es 1-il-n-butilamina; R 10 es 1-il-2-
metoxietilo; R 11 es 1l-il-n-butilamina; R 12 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo; R 13 €s 1-il-2-metoxietilo; R 14 €S
1-il-2-metoxietilo; R 15 €s 1-il-n-butilamina y R 16 €S
metilbencilo;

(hh) R ¢ es ciclohexilo; R 10 €s ciclohexilo; R 11 €S
metilbencilo; R 12 €s 1-il-n-butilamina; R 13 €S metilbencilo;

Ri4 es ciclohexilo; R 15 es metilbencilo y R 16 €s l-il-n-
butilamina;

@i R 9 €s l-il-n-butilamina; R 10 es furfurilo; R 11
es metilbencilo; R 12 €s 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo;

Rys es furfurilo; R 14 €s ciclohexilo; R 15 €s metilbenciloy R 16
es ciclohexilo;

() R 9 es 1-il-n-butilamina; R 10 €s metilbencilo;

Ri1 es 1-il-n-butilamina; R 12 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo; R 13 €s 1-il-2-metoxietilo; R 14 €S
metilbencilo; R 15 €s 1-il-2-metoxietilo y R 16 €S isobutilo;

(kk) R o es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 10
es 1l-il-n-butilamina; R 11 es 1-il-n-butilamina; R 12 €s
metilbencilo; R 13 €S metilbencilo; R 14 €s ciclohexilo; R 15 €S
1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo y R 16 €S metilbencilo;

(n R 9 es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 10
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es  l-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 117 es  1-il-n-
butilamina; R 12 es l-il-n-butilamina; R 13 es metilbencilo; R 14
es 1-il-n-butilamina; R 15 €S metilbencilo y R 16 €s l-il-n-
butilamina;

(mm) R o es 1-il-n-butilamina; R 10 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo; R 11 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo; R 12 €s 1-il-2-metoxietilo; R 13 €S
1-il-n-butilamina; R 14 es ciclohexilo; R 15 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo y R 16 €S metilbencilo;

(nn) R o es 1-il-n-butilamina; R 10 €es 1l-il-n-
butilamina; R 11 es piperonilo; R 12 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo; R 13 €s l-il-n-butilamina; R 14 €S
metilbencilo; R 15 €s metilbenciloy R 16 €s ciclohexilo;

(0o0) R o es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 10
es metilbencilo; R 11 €S metilbencilo; R 12 €s 1-il-n-
butilamina; R 13 €s metilbencilo; R 14 €S piperonilo; R 15 €s 1-
il-n-butilaminay R 16 €s 1-il-2-metoxietilo;

(pp) R ¢ es piperonilo; R 10 €s 1-il-n-butilamina; R 11
es 1-il-n-butilamina; R 12 €S metilamina; R 13 €S piperonilo; R 14
es 1l-il-n-butilamina; R 15 €S piperonilo y R 16 €S 1-il-2-
metoxietilo;

(gg) R ¢ es ciclohexilo; R 10 €s ciclohexilo; R 11 €S
furfurilo; R 12 €s 1-il-2-metoxietilo; R 13 €s isobutilo; R 14 €S
ciclohexilo; R 15 €s metilbenciloy R 16 €S metilbencilo;

(m R 9 €s piperonilo; R 10 €s 1-il-n-butilamina; R 11
es isobutilo; R 12 €s isobutilo; R 13 €s 1-il-2- metoxietilo; R 14
es ciclohexilo; R 15 es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo y

Ri6 es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo;
(ss) R g esciclohexilo; R 10 €s ciclohexilo; R 11 €s 1-

il-n-butilamina; R 12 es metilbencilo; R 13 es 1-il-n-
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butilamina; R 14 €s metilbencilo; R
piperonilo;

y sus sales farmacéuticamente aceptables.

17.- El método de conformidad con la reivindicaci
1, caracterizado porque dicha genoteca de ligandos
genoteca de ligandos basada en microesferas compren
pluralidad de microesferas con ligandos unidos a la
microesferas.

18.- El método de conformidad con la reivindicaci
1, caracterizado porque dicha seleccion se realiza
una matriz.

19.- El método de conformidad con la reivindicaci
18, caracterizado porque dicha matriz es una microm
portaobjetos de microscopio, una placa, un chip o u
poblacion de microesferas.

20. El método de conformidad con la reivindicacio
18, caracterizado porque dicha matriz que comprende
sustrato soOlido con una superficie; una pluralidad
ligandos unidos a dicho sustrato, cada uno de dicho
gue comprende un segmento de anclaje establemente |
superficie del

sustrato, un segmento de peptoide vy

segmento de enlazador de conexién y separacion de
segmentos de anclaje y peptoide.

21.- El método de conformidad con la reivindicaci
18, caracterizado porque dicha matriz comprende ent
aproximadamente 1000 y 100,000 distintos ligandos.

22.- El método de conformidad con la reivindicaci
18, caracterizado porque dicha matriz comprende ent
aproximadamente 2000 y 50,000 distintos ligandos.

23.- El método de conformidad con la reivindicaci

15 €es ciclohexilo y R

16 €S

7
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€S una

diendo una

mediante
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18, caracterizado porque dicha matriz incluye entre
y 25,000 distintos ligandos.

24.- El método de conformidad con la reivindicaci
18, caracterizado porque dicha matriz incluye entre
y 15,000 distintos ligandos.

25.- El método de conformidad con la reivindicaci
18, caracterizado porque dicha matriz incluye entre
y 12,500 distintos ligandos.

26.- El método de conformidad con la reivindicaci
18, caracterizado porque dicha matriz incluye entre
y 10,000 distintos ligandos.

27.- El método de conformidad con la reivindicaci
1, caracterizado porque dicha matriz consta de un r
union de ligando entrelazado a dicha matriz.

28.- El método de conformidad con la reivindicaci
1, caracterizado porque el paso de determinacion co
deteccion de las moléculas de union fluorescente.

29.- El método de conformidad con la reivindicaci
18, caracterizado porque dicha matriz incluye ligan

etiquetados de forma fluorescente.

30. El método de demanda 1, en el cual dicha

proyecciéon consta de una revision inicial contra un
genoteca ligando y una proyeccion posterior contra
segunda genoteca de ligando.

31.- El método de conformidad con la reivindicaci
30, caracterizado porque dicha seleccion inicial se
contra una primera muestra recogida antes de admini
dicho farmaco a dicho sujeto, y dicha seleccion pos
realiza contra una segunda muestra recogida después

administrar dicho farmaco a dicho sujeto.
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32.- El método de conformidad con la reivindicaci
30, caracterizado porque dicha primera genoteca de
se selecciona para una primera respuesta y dicha se
genoteca de ligandos es seleccionado para una segun
respuesta.

33.- El método de conformidad con la reivindicaci
32, caracterizado porque dicha primera respuesta es
asociada con dicha enfermedad y dicha segunda respu
asociada con dicha respuesta inducida por farmaco.

34.- El método de conformidad con la reivindicaci
32, caracterizado porque dicha primera respuesta es
relacionada con dicha enfermedad y dicha segunda re
esta asociada con una etapa de dicha enfermedad.

35.- El método de conformidad con la reivindicaci
30, caracterizado porque dicha primera genoteca de
consta de una primera serie de ligandos y dicha seg
genoteca de ligandos comprende un segundo conjunto
ligandos.

36.- El método de conformidad con la reivindicaci
35, caracterizado porque dicho primer conjunto de |
son diferentes de dicho segundo conjunto de ligando

37.- El método de conformidad con la reivindicaci
35, caracterizado porque uno o mas de dicho primer
de ligandos son los mismos que uno o mas de dicho s
conjunto de ligandos.

38.- El método de conformidad con la reivindicaci
1, caracterizado porque dicha muestra biolégica es
célula, orina, suero, sangre entera, liquido cefalo

esputo, saliva o semen.

39.- El método de conformidad con la reivindicaci

7
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1, caracterizado porque dicho sujeto es un sujeto h umano o
animal.

40.- El método de conformidad con la reivindicaci on
1, caracterizado porque dichos pasos de diagnéstico se
realizan conforme a las instrucciones de un prospec to.

41.- El método de conformidad con la reivindicaci on

40, caracterizado porque dicho  prospecto  comprende

instrucciones para realizar dichos pasos de diagnos tico,
instrucciones para la determinacion de la administr acion de
un farmaco e instrucciones para la administracion d e dicho

farmaco basado en la determinacion.

42.- El método de conformidad con la reivindicaci on
40, caracterizado porque dicho prospecto es un inse rto en un
kit, dicho kit compuesto por dicha genoteca y compo nentes

para realizar dichos pasos de diagndstico.
43.- Un método para tratar una enfermedad en un

sujeto, el método que comprende:

obtencion de una muestra biolégica de dicho sujet o;
seleccién de una genoteca de ligandos contra dich a
muestra;
identificacion de las caracteristicas de union de
uno o mas marcadores en dicha muestra con uno o var i0s

ligandos en la genoteca,;

determinacién si dicho uno o mas marcadores se
asocian a una respuesta a un farmaco para el tratam iento de
dicha enfermedad;

administracion de dicho farmaco a dicho sujeto,
basado en la determinacion de la asociacion entre u no o mas
marcadores a dicha respuesta, de esta manera tratan do dicha

enfermedad en dicho sujeto.
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44.- Un método para tratar una enfermedad en un
paciente, el método que comprende:

obtencibn de una muestra biolégica de dicho
paciente;

seleccibn de una muestra con una genoteca que
comprende al menos un ligando para determinar un pe rfil de
union de ligando;

administracion de dicho farmaco a dicho paciente,

basado en los resultados de dicho perfil de union d e ligando
en dicho paciente, en donde dicho al menos un ligan do tiene
una afinidad a uno o mas anticuerpos asociados con dicha
enfermedad

45.- Un método de monitoreo de un tratamiento con
un farmaco en un sujeto, el método que comprende: |
obtencion de una muestra biolégica de dicho sujeto; seleccion

de una genoteca de ligando contra dicho sujeto;

identificacion de las caracteristicas de union de u no o mas
marcadores en dicha muestra con uno o varios ligand os en la
genoteca; la determinacion si dicho uno o mas marca dores se
asocian a una respuesta a un farmaco para el tratam iento de
dicha enfermedad; administracion de dicho farmaco a dicho
sujeto, basado en la determinacién de asociacion en tre uno o
mas marcadores a dicha respuesta, monitoreando de t al modo

dicho tratamiento por dicha farmaco en dicho sujeto
46.- Un método para la deteccién de un riesgo de
reaccion adversa a un farmaco en un sujeto, el méto do que
comprende:
la obtencibn de una muestra biolégica de dicho
sujeto;

la seleccion una genoteca de ligando contra dicha
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muestra;
identificacion de las caracteristicas de union de
uno o mas marcadores en dicha muestra con uno o var i0s
ligandos en la genoteca; y
determinacibn si uno o0 mas marcadores estan
asociados con dicho riesgo, detectando de tal modo dicho
riesgo de reaccion adversa a dicho farmaco en dicho sujeto.
47.- Un método para el perfilado de uno o mas
sujetos para una respuesta a un farmaco para tratar una
enfermedad, el método que comprende:
obtencion de una muestra biolégica de dicho sujet o;
la seleccion de una genoteca de ligandos contra
dicho sujeto;
identificacion de las caracteristicas de union de
uno o mas marcadores en dicha muestra con uno o var ios
ligandos en la genoteca; y

la determinacidon si dicho uno o mas marcadores

estdan asociados con dicha respuesta para dicho farm aco,
perfilando de este modo dicho uno o mas sujetos par a dicha
respuesta a dicho farmaco para tratar dicha enferme dad.

48.- Un método para diagnosticar una respuesta
inducida por farmacos en un sujeto, el método que ¢ omprende:
obtencion de una muestra biolégica de dicho sujeto; seleccién
de wuna genoteca de ligandos contra dicha muestra,;
identificacion de las caracteristicas de union de u no 0 Mas
marcadores en dicha muestra con uno o varios ligand 0s en la
genoteca; en donde al menos uno de dichos uno o0 mas
marcadores es un auto-anticuerpo capaz de unirse a un ligando
de peptoide; y determinacion si uno o mas marcadore S estan

asociados con la respuesta inducida por farmacos; p or tanto
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sujeto.

49.- Un método para proporcionar un pronostico de

109

una respuesta inducida por farmaco para el tratamie

enfermedad en un sujeto, el método que comprende: o

de una muestra biolégica de dicho sujeto; seleccion

genoteca de ligandos contra dicha muestra; identifi

las caracteristicas de union de uno o mas marcadore

muestra con uno o varios ligandos en la genoteca; y

determinacion si dicho uno o mas marcadores estan a

con dicha respuesta inducida por farmacos, de tal m

proporcionando dicho pronéstico de dicha respuesta

por farmacos para el tratamiento de dicha enfermeda

sujeto.

50.- Un kit para el diagnoéstico de una enfermedad
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genoteca de

ligandos,
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dichos pasos de diagndstico, instrucciones para la
determinacion de la administracion de un farmaco, y las
instrucciones para la administracion de dicho farma co basado
en la determinacion.

52.- Un método para identificar un marcador

asociado con una respuesta inducida por farmacos pa ra el
tratamiento de una enfermedad, que comprende: obten cion de
una muestra biolégica de un sujeto; la seleccion de una

genoteca de ligando contra dicha muestra bioldgica;

determinacion de las caracteristicas de union de un marcador
en dicha muestra a un ligando en la genoteca; y det erminar si
dicho marcador se asocia con dicha respuesta induci da por

farmacos para el tratamiento de dicha enfermedad,

identificando de tal modo dicho marcador asociado ¢ on dicha
respuesta inducida por farmacos para el tratamiento de dicha
enfermedad.

53.- El método de conformidad con la reivindicaci on
52, caracterizado porque dicha genoteca consta de u nos

350,000 a cerca de 150 ligandos MM.

54.- El método de conformidad con la reivindicaci on
52, caracterizado porque dicha genoteca de ligandos es una
genoteca de ligandos al azar.

55.- El método de conformidad con la reivindicaci on
52, caracterizado porque dicha genoteca de ligando es una

genoteca de ligandos no aleatoria.

56.- El método de conformidad con la reivindicaci on
52, caracterizado porque dicha genoteca de ligandos es un
peptoide.

57.- El método de conformidad con la reivindicaci on

52, caracterizado porque por lo menos un ligando en dicha
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genoteca de ligando tiene una afinidad a un anticue
antigeno que est4d asociado a la respuesta inducida
farmacos para el tratamiento de dicha enfermedad.

58.- El método de conformidad con la reivindicaci
52, caracterizado porque dicho marcador es un auto-
capaz de unirse a un ligando peptoide.

59.- El método de conformidad con la reivindicaci
52, caracterizado porque la genoteca de ligando es
genoteca de ligando basada en microesferas comprend
pluralidad de microesferas con ligandos unidos a la
microesferas.

60.- El método de conformidad con la reivindicaci
52, caracterizado porque dicha seleccion se realiza
una matriz.

61.- El método de conformidad con la reivindicaci
60, caracterizado porque dicha matriz es una microm
portaobjetos de microscopio, una placa, un chip o u
poblacion de microesferas.

62.- El método de conformidad con la reivindicaci
60, caracterizado porque dicha matriz comprende un
sélido teniendo una superficie; una pluralidad de |
unidos a dicho sustrato, cada uno de dichos ligando
comprende un segmento de anclaje establemente ligad
superficie del sustrato, un segmento de peptoide vy
segmento enlazador de conexion y separaciéon de los
de anclaje y peptoide.

63.- El método de conformidad con la reivindicaci

52, caracterizado porque la genoteca comprende un ¢
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/

en

donde R i se selecciona de una cadena lateral de

aminoacido rica en electrones Y;

R , se selecciona de H;

y R

grupos que consisten de H, -C

2-Cgalquenilo, -C 0-Cesalquil C  »-Csgalquinilo,

Co-CealquilC
CsCOOH, -C1-CgalquilOH, C  ;-Cealq
Ci-Cealquilarilo, -C 1-Csalquilhete
GCsalquilo, -C

1-C6alquilcicloamida en donde cualquiera de los

12

Ry O R4 Rs
0] N H
N N
Rz
NH R O R
"LL/L 1 3 e n

3-Rs se seleccionan independientemente de los

1-Cealquilo, -C 1-CgalquilSCH 3, -

-C 1

uilN(R) 2, -C 3-Cgcicloalquilo, -

roarilo, -C 1-CealquilNC(O)C ;-

grupos  arilo 0 heteroarilo se pueden sustituir

independientemente con -OH, CI, F, Br, -OCH

Ch-O-.

64.- El método de conformidad con la reivindicaci

52, caracterizado porque la genoteca comprende un ¢

de la férmula |

en donde los compuestos se producen por un proces

/

R O R4 Rs
O N H
N N
R2
NH R O R
"Ll{ 1 3 ° n

gue comprende el uso de un reactivo seleccionado de

gue consiste de:

(A)

bencilamina;

furfurilamina;

N-(2-aminoetil)acetamida,;

3,4-dimetoxietanolamina;

N-(3-aminopr

3, -SO >NH o0 -O-

on

ompuesto

| grupo

opil)-2-
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pirrolidinona; etanolamina; glicina, diaminobutano;
alilamina; piperonilamina; metilbencilamina; isobut ilamina;
4-(2-aminoetil)bencenosulfonamida o ciclohexilamina ;0

(B) metoxietilamina; piperonilamina;
ciclohexilamina; diaminobutano; metilbencilamina;
isobutilamina; furfurilamina o] 4-(2-

aminoetil)bencenosulfonamida; o

© furfurilamina, etanolamina; glicina;
diaminobutano; alilamina; piperonilamina; metilbenc ilamina;
isobutilamina o 4-(2-aminoetil)bencenosulfonamida; 0

(D) furfurilamina, N-(2-aminoetil)acetamida; N-(3 -

aminoetil)-2-pirrolidinona; etanolamina; glicina;
diaminobutano; alilamina; piperonilamina; metilbenc ilamina;
isobutilamina; 4-(2- aminoetil)bencenosulfonamida; 0

(E) cisteina, glicina, alilamina, etanolamina,

isobutilamina, metilbencilamina, piperonilamina, me tionina,
ciclohexilamina, 3,4-dimetoxifenetilamina, bencilam ina, N-(2-
aminoetil)acetamida, N-(3-aminopropil)-2-pirrolidon a, 4-(2-

aminoetil)bencenosulfonamida y furfurilamina; y

en donde,

R ;1 se selecciona del grupo que consiste de -(C 1-
Cs)SCHg;

R » se selecciona de H;

R 3 y R 5 se seleccionan independientemente de los
grupos que consisten de H, -C 1-Cegalquilo, -C 1-CealquilSCH 3, -

Co-CsalquilC  ,-Cgalquenilo, -C o0-Cealquil C ,-Cgalquinilo, -C 1-
CsCOOH, -C;-CgalquilOH, C ;1-CgalquilN(R) »,, -C 3-Cgcicloalquilo, -
Ci-Cgalquilarilo, -C 1-Csalquilheteroarilo, -C 1-CsalquilNC(O)C ;-
Gsalquilo, -C 1-Cealquilcicloamida en donde cualquiera de los

grupos arilo 0 heteroarilo se pueden sustituir
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independientemente con -OH, CI, F, Br, -OCH 3, -SO 2NH o0 -O-
Ch-O-.

R 4 se selecciona del grupo que consiste de
furfurilo o -(C 1-CealquilNR  7Rs,

R 6 se selecciona del grupo que consiste de H, 1-il-

alilo, 1-il-2-hidroxietilo, isobutilo, 1-il-n-butil amine,
metilbencilo, piperonilo, ciclohexilo, 1-il-2-(3,4-
dimetoxifenil)etilo, bencilo, 1-il-2-(acetamida)eti lo, 1-il-
3-2-pirrolidinona, 1-il-2-(4-bencenosulfonamida)eti lo o}
furfurilo y

nes 3-11.

65.- El método de conformidad con la reivindicaci on
52, caracterizado porque la genoteca comprende un c ompuesto

que tiene la férmula la

Ro Ri1 Ris R1s

I R
A

H5CS R1o Ri2 Rig
HoN Ia

en donde el compuesto se selecciona del grupo que

consiste de un compuesto de formula la en donde,

(t) R 9 €s n-butilamina; R 10 €S l-il-n-butilamina;
Ri1 es piperonilo; R 12 €s metilbencilo; R 13 €S piperonilo; R 14
es metilbencilo; R 15 es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo y

Rie es 1-il-2-metoxietilo;
(uw) R ¢ es 1l-il-n-butilamina; R 10 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo; R 11 €s 1-il-n- butilamina; R 12 €S

ciclohexilo; R 13 es 1-il-2-metoxietilo; R 1a es 1-il-2,2-
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dimetiletil(isobutilo); R 15 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo y R 16 €S metilbencilo;

(w) R ¢ es 1l-il-n-butilamina; R 10 €s 1-il-n-
butilamina; R 11 es piperonilo; R 12 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo; R 13 €s l-il-n-butilamina; R 14 €S
metilbencilo; R 15 €s metilbenciloy R 16 €s ciclohexilo;

(ww) R ¢ es piperonilo; R 10 €s 1-il-n-butilamina; R 11
es isobutilo; R 12 €s 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 13
es metilbencilo; R 14 €s ciclohexilo; R 15 €s isobutilo y R 16 €S

1-il-n-butilamina;

xx) R ¢ es 1-il-n-butilamina; R 10 €es 1l-il-n-
butilamina; R 11 €s metilbencilo; R 12 es l-il-2-metoxietilo; R 13
es ciclohexilo; R 14 €s ciclohexilo; R 15 €s metilbencilo y R 16
es piperonilo;

(yy) R ¢ es piperonilo; R 10 €s 1-il-n-butilamina; R 11
es isopropilo; R 12 €s isopropilo; R 13 €s 1-il-2- metoxietilo;
Ri4 es ciclohexilo; R 15 €s 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo

Y R 16 es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo;

(zz) R ¢ es 1l-il-n-butilamina; R 10 €s 1l-il-n-
butilamina; R 11 €S piperonilo; R 12 es metilbencilo; R 13 €S
piperonilo; R 14 es metilbencilo; R 15 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo y R 16 €S ciclohexilo;

(@aa) R ¢ es 1l-il-n-butilamina; R 10 €es 1l-il-n-
butilamina; R 11 s metilbencilo; R 12 es 1-il-2-metoxietilo; R 13
es ciclohexilo; R 14 €s ciclohexilo; R 15 €S metilbencilo y R 16
es piperonilo;

(bbb) R ¢ es 1-il-n-butilamina; R 10 €s metilbencilo;

Ri;1 es metilbencilo; R 12 €s 1-il— n-butilamina; R 13 €s 1-il-n-
butlamina, R ' es  ciclohexilo; R 5 es  lHil-2-

(4(bencenosulfonamida)etilo y R 16 es ciclohexilo;
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(ccc) R o es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 10
es metilbencilo; R 11 es metilbencilo; R 12 es ciclohexilo; R 13
es l-il-n-butilamina; R 14 €s metilbencilo; R 15 €s isobutilo y

Ris es 1-il-n-butilamina;

(ddd) R ¢ es 1-il-2-metoxietilo; R 10 €s isobutilo; R 11
es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 12 €s piperonilo; R 13
es l-il-n-butilamina; R 14 €s ciclohexilo; R 15 €S metilbencilo

Y R 16 €s 1-il- 2-metoxietilo;

(eee) R ¢ es 1l-il-n-butilamina; R 10 es 1l-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo; R 11 €s 1-il-n- butilamina; R 12 €S
ciclohexilo; R 13 €s 1-il-2-metoxietilo; R 14 €s isobutilo; R 15
es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo y R 16 €S metilbencilo;

(fff) R 9 es 1l-il-2-metoxietilo; R 10 €es 1-il-n-
butilamina; R 11 es  l-il—n-butilamina; R 12 es 1l-il-2-
metoxietilo; R 13 €s metilbencilo; R 14 €s 1-il-n-butilamina; R 15
es furfuriloy R 16 €s furfurilo;

(ggg) R ¢ es ciclohexilo; R 10 €s ciclohexilo; R 11 €S
1-il-n-butilamina; R 12 es furfurilo; R 13 es  1l-il-2-
metoxietilo; R 14 €es 1-il-2-metoxietilo; R 15 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo y R 16 €s furfurilo;

(hhh) R ¢ es 1-il-n-butilamina; R 10 €S piperonilo; R 11
es  l-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 12 es  1-il-2-
metoxietilo; R 13 €s metilbencilo; R 14 €s 1-il-n-butilamina; R 15
es 1-il-2- metoxietiloy R 16 €S metilbencilo;

(i) R g es ciclohexilo; R 10 €s ciclohexilo; R 11 €S
piperonilo; R 12 es 1l-il-n-butilamina; R 13 es 1l-il-n-
butilamina; R 14 €S l-il-n-butilamina; R 15 €s l-il-n-butilamina

Y R 15 €s isobutilo;
(R 9 €s piperonilo; R 10 €s 1-il-n-butilamina; R 11

es 1-il-2-metoxietilo; R 12 es 1-il-2-
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(4(bencenosulfonamida)etilo; R 13 €s piperonilo; R 14 €s 1-il-n-
butilamina; R 15 €s metilbenciloy R 16 €S metilbencilo;

(kkk) R ¢ es metilbencilo; R 10 €s metilbencilo; R 11 €S
metilbencilo; R 12 €s 1-il-n-butilamina; R 13 €s piperonilo; R 14
es 1l-il-n-butilamina; R 15 €s piperonilo y R 16 €S 1-il-n-
butilamina;

am R 9 es l-il-n-butilamina; R 10 es 1l-il-n-
butilamina; R 11 €s metilbencilo; R 12 €s 1-il-n- butilamina; R 13
es metilbencilo; R 14 €S metilbencilo; R 15 €es 1-il-2-
metoxietilo y R 16 €S piperonilo;

(mmm) R ¢ es metilbencilo; R 10 es 1l-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo; R 11 es l-il-n-butilamina; R 12 €S
1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 13 €s isobutilo; R 14 €S
1-il-n-butilamina; R 15 es metilbencilo y R 16 es 1-il-2-
metoxietilo;

(nnn) R ¢ es 1-il-2-metoxietilo; R 10 €es 1-il-n-
butilamina; R 11 es isobutilo; R 12 es isobutilo; R 13 €S
ciclohexilo; R 14 €s 1l-il-n-butilamina; R 15 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo y R 16 €S ciclohexilo;

(ooo) R ¢ es isobutilo; R 10 €s l-il-n-butilamina; R 11
es 1l-il-n-butilamina; R 12 es metilbencilo; R 13 es 1l-il-n-
butilamina; R 14 €s 1-il-n-butilamina; R 15 €s piperonilo y R 16
es piperonilo;

(ppp) R o es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 10
es isobutilo; R 11 €S metilbencilo; R 12 €s 1-il-2- metoxietilo;

Ris es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 14 €s isobutilo;
Ris es 1-il-2- metoxietiloy R 16 €s ciclohexilo;

(ggg) R ¢ es furfurilo; R 10 es furfurilo; R 11 €S

piperonilo; R 12 €s ciclohexilo; R 13 €s piperonilo; R 14 €s 1-

il-n-butilamina; R 15 €s 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo y
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Ri6 es ciclohexilo;

(rrr) R 9 €s piperonilo; R 10 €S piperonilo; R 11 €s 1-
il-2-metoxietilo; R 12 es 1-il-2-metoxietilo; R 13 es 1-il-n-
butilamina; R 14 €s 1-il-n-butilamina; R 15 €S 1-il-n-butilamina

Y R 16 €s 1-il-2- metoxietilo;

(sss) R ¢ es piperonilo; R 10 €s 1-il-n-butilamina; R 11
es isobutilo; R 12 €s 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 13
es metilbencilo; R 14 €s ciclohexilo; R 15 €s isobutilo y R 16 €S

1-il-n-butilamina;

(ttt) R 9 es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 10
es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 11 es metilbencilo;
Ri> es metilbencilo; R 13 €s l-il-n-butilamina; R 14 €S 1-il-n-
butilamina; R 15 €s l-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo y R 16 €S

1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo;

(uuu) R ¢ es 1l-il-n-butilamina; R 10 es 1l-il-2-
metoxietilo; R 11 €s 1-il-n-butilamina; R 12 €s isobutilo; R 13 €S
ciclohexilo; R 14 €s 1-il-n-butilamina; R 15 es 1-il-n-

butilaminay R 16 €S piperonilo;

(vw) R ¢ es ciclohexilo; R 10 €s metilbencilo; R 11 €S
ciclohexilo; R 12 €s piperonilo; R 13 €s 1-il-n- butilamina; R 14
es  l-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 15 es  1-il-n-

butilaminay R 16 €s 1-il-2-metoxietilo;

(www) R ¢ es 1-il-2-metoxietilo; R 10 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo; R 11 €s 1-il-n- butilamina; R 12 €S
1-il-2-metoxietilo; R 13 €s 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo;

Ris es 1-il-2-metoxietilo; R 15 €s isobutio y R 16 €S
ciclohexilo;

(xxx) R ¢ es 1-il-2-metoxietilo; R 10 €S metilbencilo;

Ri1 es 1-il-n-butilamina; R 12 €S 1-il-n- butilamina; R 13 €S

piperonilo; R 14 es isobutilo; R 15 es 1-il-2-
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(4(bencenosulfonamida)etilo y R 16 €S 1-il-n-butilamina;

(yyy) R ¢ es 1-il-n-butilamina; R 10 €s metilbencilo;

Ri1 es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 12 es
metilbencilo; R 13 €S 1l-il-n-butilamina; R 14 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo; R 15 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo y R 16 €s ciclohexilo;

(zzz) R ¢ es l-il-n-butilamina; R 10 es 1l-il-2-
metoxietilo; R 11 es 1l-il-n-butilamina; R 12 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo; R 13 €s 1-il-2-metoxietilo; R 14 €S
1-il-2-metoxietilo; R 15 €s 1-il-n-butilamina y R 16 €S
metilbencilo;

(aaaa) R ¢ es ciclohexilo; R 10 €s ciclohexilo; R 11 €S
metilbencilo; R 12 €s 1-il-n-butilamina; R 13 €S metilbencilo;

R4 es ciclohexilo; R 15 es metilbencilo y R 16 €s 1l-il-n-
butilamina;

(bbbb) R ¢ es 1-il-n-butilamina; R 10 €s furfurilo; R 11
es metilbencilo; R 12 es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo;

Ry3 es furfurilo; R 14 €S ciclohexilo; R 15 €s metilbencilo y R 16

es ciclohexilo;

(ccce) R 9 €s l-il-n-butilamina; R 10 €s metilbencilo;

Ri1 es 1-il-n-butilamina; R 12 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo; R 13 €s 1-il-2-metoxietilo; R 14 €S
metilbencilo; R 15 €s 1-il-2-metoxietilo y R 16 €S isobutilo;

(dddd) R ¢ es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 10
es 1l-il-n-butilamina; R 11 es 1-il-n-butilamina; R 12 €s
metilbencilo; R 13 €s metilbencilo; R 14 €s ciclohexilo; R 15 €S
1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo y R 16 €S metilbencilo;

(eeee) R ¢ es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 10
es  l-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 117 es  1-il-n-

butilamina; R 12 €s 1-il-n-butilamina; R 13 €s metilbencilo; R 14
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es 1-il-n-butilamina; R 15 €S metilbencilo y R 16 €s l-il-n-
butilamina;

(ffff) R o es l-il-n-butilamina; R 10 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo; R 11 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo; R 12 €s 1-il-2-metoxietilo; R 13 €S
1-il-n-butilamina; R 14 es ciclohexilo; R 15 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo y R 16 €S metilbencilo;

(gggg) R o es 1l-il-n-butilamina; R 10 €es 1-il-n-
butilamina; R 11 es piperonilo; R 12 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo; R 13 €s l-il-n-butilamina; R 14 €S
metilbencilo; R 15 €s metilbenciloy R 16 €s ciclohexilo;

(hhhh) R ¢ es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 10
es metilbencilo; R 11 €S metilbencilo; R 12 €s 1-il-n-
butilamina; R 13 €s metilbencilo; R 14 €S piperonilo; R 15 €s 1-
il-n-butilaminay R 16 €s 1-il-2-metoxietilo;

(i) R 9 es piperonilo; R 10 €s l-il-n-butilamina;

Ri1 es 1-il-n-butilamina; R 12 €S metilamina; R 13 €S piperonilo;
Ri4 es 1-il-n-butilamina; R 15 €s piperonilo y R 16 €s 1-il-2-
metoxietilo;

(i) R 9 es ciclohexilo; R 10 €s ciclohexilo; R 11 €S
furfurilo; R 12 €s 1-il-2-metoxietilo; R 13 €s isobutilo; R 14 €S
ciclohexilo; R 15 €s metilbenciloy R 16 €S metilbencilo;

(kkkk) R 9 es piperonilo; R 10 €S l-il-n-butilamina;

Ri1 es isobutilo; R 12 €s isobutilo; R 13 €s 1-il-2- metoxietilo;
Ri4 es ciclohexilo; R 15 €s 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo
Y R 15 es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo;

(my rR g es ciclohexilo; R 10 €s ciclohexilo; R 11 €S
1-il-n-butilamina; R 12 €es metilbencilo; R 13 €es 1-il-n-
butilamina; R 14 €S metilbencilo; R 15 €s ciclohexilo y R 16 €S

piperonilo;



10

15

20

25

30

121

y sus sales farmacéuticamente aceptables.
66.- El método de conformidad con la reivindicaci on
52, caracterizado porque la genoteca comprende un ¢ ompuesto

de la férmula

! ’ | 0
HO N\“/\ JL/ \"/\|JL/ \LI/\FLJL/N\C[)I/\ILN\LF\H/

HS

en donde el compuesto se selecciona del grupo que

consiste de un compuesto de formula Il en donde,

(t) R 9 es n-butilamina; R 10 €s 1l-il-n-butilamina;
Ri1 es piperonilo; R 12 €s metilbencilo; R 13 €s piperonilo; R 14
es metilbencilo; R 15 es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo y

Ri6 es 1-il-2-metoxietilo;

(uu) R o es 1-il-n-butilamina; R 10 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo; R 11 €s 1-il-n-butilamina; R 12 €S
ciclohexilo; R 13 es 1l-il-2-metoxietilo; R 14 es 1-il-2,2-
dimetiletil(isobutilo); R 15 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo y R 16 €S metilbencilo;

(w) R ¢ es 1l-il-n-butilamina; R 10 €s 1l-il-n-
butilamina; R 11 es piperonilo; R 12 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo; R 13 €s 1-il-n-butilamina; R 14 €S
metilbencilo; R 15 €s metilbenciloy R 16 €S ciclohexilo;

(ww) R ¢ es piperonilo; R 10 €s l-il-n-butilamina; R 11
es isobutilo; R 12 €s 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 13
es metilbencilo; R 14 €s ciclohexilo; R 15 es isobutilo y R 16 €S

1-il-n-butilamina;
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xxX) R ¢ es 1l-il-n-butilamina; R 10 €s 1-il-n-
butilamina; R 11 s metilbencilo; R 12 es 1-il-2-metoxietilo; R 13
es ciclohexilo; R 14 €s ciclohexilo; R 15 €s metilbencilo y R 16
es piperonilo;

(yy) R ¢ es piperonilo; R 10 €s 1-il-n-butilamina; R 11
es isopropilo; R 12 €s isopropilo; R 13 €s 1-il-2- metoxietilo;
Ri4 es ciclohexilo; R 15 €s 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo

Y R 16 es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo;

(zz) R o es 1-il-n-butilamina; R 10 €es 1l-il-n-
butilamina; R 11 €s piperonilo; R 12 €s metilbencilo; R 13 €S
piperonilo; R 14 es metilbencilo; R 15 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo y R 16 €s ciclohexilo;

(@aa) R ¢ es 1l-il-n-butilamina; R 10 es 1l-il-n-
butilamina; R 11 €s metilbencilo; R 12 €s 1-il-2-metoxietilo; R 13
es ciclohexilo; R 14 €s ciclohexilo; R 15 €s metilbencilo y R 16
es piperonilo;

(bbb) R o es 1-il-n-butilamina; R 10 €s metilbencilo;

Ri1 es metilbencilo; R 12 €S l-il—n-butilamina; R 13 €s l-il-n-
butiamina, R ' es  ciclohexilo; R 5 es  1dil-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo y R 16 es ciclohexilo;

(ccc) R ¢ es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 10
es metilbencilo; R 11 es metilbencilo; R 12 es ciclohexilo; R 13
es l-il-n-butilamina; R 14 €s metilbencilo; R 15 €s isobutilo y
Ris es 1-il-n-butilamina;

(ddd) R ¢ es 1-il-2-metoxietilo; R 10 €s isobutilo; R 11
es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 12 €s piperonilo; R 13
es 1-il-n-butilamina; R 14 €s ciclohexilo; R 15 €S metilbencilo
Y R 15 €s 1-il- 2-metoxietilo;

(eee) R o es 1l-il-n-butilamina; R 10 €es 1-il-2-

(4(bencenosulfonamida)etilo; R 11 €s 1-il-n-butilamina; R 12 €S
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13 €s 1-il-2-metoxietilo; R

14 €S isobutilo; R

15
es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo y R 16 €S metilbencilo;

(ff) R 9 es 1l-il-2-metoxietilo; R 10 €es 1-il-n-
butilamina; R 11 €S 1l-il—n-butilamina; R 12 es 1l-il-2-
metoxietilo; R 13 €s metilbencilo; R 14 €s 1-il-n-butilamina; R 15
es furfuriloy R 16 €s furfurilo;

(ggg) R ¢ es ciclohexilo; R 10 €s ciclohexilo; R 11 €S
1-il-n-butilamina; R 12 es furfurilo; R 13 es  1l-il-2-
metoxietilo; R 14 es 1-il-2-metoxietilo; R 15 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo y R 16 €s furfurilo;

(hhh) R ¢ es 1-il-n-butilamina; R 10 €S piperonilo; R 11
es  1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 12 es  1-il-2-
metoxietilo; R 13 €s metilbencilo; R 14 €s 1-il-n-butilamina; R 15
es 1-il-2- metoxietiloy R 16 €S metilbencilo;

(i) R 9 €s ciclohexilo; R 10 €s ciclohexilo; R 11 €S
piperonilo; R 12 €s 1l-il-n-butilamina; R 13 es l-il-n-
butilamina; R 14 €S 1-il-n-butilamina; R 15 €s 1-il-n-butilamina
Y R 16 es isobutilo;

(R 9 €s piperonilo; R 10 €s 1-il-n-butilamina; R 11
es 1-il-2-metoxietilo; R 12 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo; R 13 €s piperonilo; R 14 €s 1-il-n-
butilamina; R 15 €s metilbenciloy R 16 €S metilbencilo;

(kkk) R ¢ es metilbencilo; R 10 €s metilbencilo; R 11 €S
metilbencilo; R 12 €s 1-il-n-butilamina; R 13 €s piperonilo; R 14
es 1l-il-n-butilamina; R 15 €s piperonilo y R 16 €S 1-il-n-
butilamina;

am R o es 1-il-n-butilamina; R 10 €es 1-il-n-
butilamina; R 11 s metilbencilo; R 12 €s 1-il-n- butilamina; R 13
es metilbencilo; R 14 €S metilbencilo; R 15 €es 1-il-2-

metoxietilo y R

16 €S piperonilo;
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(mmm) R ¢ es metilbencilo; R 10 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo; R 11 €s 1-il-n-butilamina; R 12 €S
1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 13 €s isobutilo; R 14 €S
1-il-n-butilamina; R 15 €S metilbencilo y R 16 €s 1-il-2-
metoxietilo;

(nnn) R ¢ es 1-il-2-metoxietilo; R 10 €es 1-il-n-
butilamina; R 11 es isobutilo; R 12 es isobutilo; R 13 €S
ciclohexilo; R 14 €s 1l-il-n-butilamina; R 15 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo y R 16 €s ciclohexilo;

(oo0) R ¢ es isobutilo; R 10 €s 1-il-n-butilamina; R 11
es 1-il-n-butilamina; R 12 es metilbencilo; R 13 es 1-il-n-
butilamina; R 14 €s 1-il-n-butilamina; R 15 €s piperonilo y R 16
es piperonilo;

(ppp) R o es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 10
es isobutilo; R 11 €s metilbencilo; R 12 €s 1-il-2- metoxietilo;

Riz es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 14 €s isobutilo;
Ris es 1-il-2- metoxietiloy R 16 €s ciclohexilo;

(qqq) R ¢ es furfurilo; R 10 es furfurilo; R 11 €S
piperonilo; R 12 €s ciclohexilo; R 13 €S piperonilo; R 14 €s 1-
il-n-butilamina; R 15 €s 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo y

Ri6 es ciclohexilo;

(rr) R 9 €s piperonilo; R 10 €S piperonilo; R 11 €s 1-
il-2-metoxietilo; R 12 es 1-il-2-metoxietilo; R 13 es 1-il-n-
butilamina; R 14 €s 1-il-n-butilamina; R 15 €S 1-il-n-butilamina

Y R 15 es 1-il-2- metoxietilo;

(sss) R ¢ es piperonilo; R 10 €S 1-il-n-butilamina; R 11
es isobutilo; R 12 €s 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 13
es metilbencilo; R 14 €s ciclohexilo; R 15 es isobutilo y R 16 €S

1-il-n-butilamina;

(tt) R 9 es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 10
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es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 11 s metilbencilo;
Ri> es metilbencilo; R 13 es 1-il-n-butilamina; R 14 €s 1-il-n-
butilamina; R 15 €s I-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo y R 16 €S

1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo;

(uuu) R ¢ es 1l-il-n-butilamina; R 10 es 1l-il-2-
metoxietilo; R 11 €s 1-il-n-butilamina; R 12 €s isobutilo; R 13 €S
ciclohexilo; R 14 €s 1-il-n-butilamina; R 15 es  1-il-n-

butilaminay R 16 €S piperonilo;

(vw) R ¢ es ciclohexilo; R 10 €s metilbencilo; R 11 €S
ciclohexilo; R 12 €s piperonilo; R 13 €s 1-il-n- butilamina; R 14
es  1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 15 es  1l-il-n-

butilaminay R 16 €s 1-il-2-metoxietilo;

(www) R ¢ es 1-il-2-metoxietilo; R 10 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo; R 11 €s 1-il-n- butilamina; R 12 €S
1-il-2-metoxietilo; R 13 €s 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo;

Ris es 1-il-2-metoxietilo; R 15 €es isobutilo y R 16 €S
ciclohexilo;

(xxx) R ¢ es 1-il-2-metoxietilo; R 10 €s metilbencilo;

Ri1 es 1-il-n-butilamina; R 12 es 1-il-n-butilamina; R 13 €S
piperonilo; R 14 es isobutilo; R 15 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo y R 16 €S 1-il-n-butilamina;

(yyy) R ¢ es 1-il-n-butilamina; R 10 €s metilbencilo;

Ri1 es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 12 es
metilbencilo; R 13 €S 1l-il-n-butilamina; R 14 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo; R 15 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo y R 16 €S ciclohexilo;

(zzz) R o es 1-il-n-butilamina; R 10 es 1-il-2-
metoxietilo; R 11 es 1-il-n-butilamina; R 12 es 1-l-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo; R 13 €s 1-il-2-metoxietilo; R 14 €S

1-il-2-metoxietilo; R 15 es 1-il-n-butilamina y R 16 €S
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metilbencilo;

(aaaa) R ¢ es ciclohexilo; R 10 €s ciclohexilo; R 11 €S
metilbencilo; R 12 €s 1-il-n-butilamina; R 13 €s metilbencilo;
R4 es ciclohexilo; R 15 es metilbencilo y R 16 €s 1l-il-n-
butilamina;

(bbbb) R ¢ es 1-il-n-butilamina; R 10 €s furfurilo; R 11
es metilbencilo; R 12 es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo;
Ri3 es furfurilo; R 14 €S ciclohexilo; R 15 €s metilbencilo y R 16

es ciclohexilo;

(ccce) R g es l1-il-n-butilamina; R 10 €s metilbencilo;

Ri1 es 1-il-n-butilamina; R 12 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo; R 13 €s 1-il-2-metoxietilo; R 14 €S
metilbencilo; R 15 €s 1-il-2-metoxietilo y R 16 €S isobutilo;

(dddd) R ¢ es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 10
es 1l-il-n-butilamina; R 11 es 1l-il-n-butilamina; R 12 €S
metilbencilo; R 13 €S metilbencilo; R 14 €s ciclohexilo; R 15 €S
1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo y R 16 €S metilbencilo;

(eeee) R g es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 10
es  l-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 117 es  1l-il-n-
butilamina; R 12 es l-il-n-butilamina; R 13 es metilbencilo; R 14
es 1-il-n-butilamina; R 15 €S metilbencilo y R 16 €s 1l-il-n-
butilamina;

(ffff) R o es l-il-n-butilamina; R 10 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo; R 11 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo; R 12 €s 1-il-2-metoxietilo; R 13 €S
1-il-n-butilamina; R 14 es ciclohexilo; R 15 es 1-il-2-
(4(bencenosulfonamida)etilo y R 16 €S metilbencilo;

(gggg) R o es l-il-n-butilamina; R 10 es 1-il-n-
butilamina; R 11 es piperonilo; R 12 es 1-il-2-

(4(bencenosulfonamida)etilo; R 13 €s 1-il-n-butilamina; R 14 €S
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metilbencilo; R 15 €s metilbenciloy R 16 €S ciclohexilo;

(hhhh) R ¢ es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo; R 10
es metilbencilo; R 11 es metilbencilo; R 12 €s 1-il-n-
butilamina; R 13 €s metilbencilo; R 14 €s piperonilo; R 15 es 1-
il-n-butilaminay R 16 €s 1-il-2-metoxietilo;

(i) R 9 es piperonilo; R 10 €s l-il-n-butilamina;

Ri1 es 1-il-n-butilamina; R 12 €S metilamina; R 13 €S piperonilo;
Ri4 es 1-il-n-butilamina; R 15 €s piperonilo y R 16 €s 1-il-2-
metoxietilo;

(i) R 9 es ciclohexilo; R 10 €s ciclohexilo; R 11 €S
furfurilo; R 12 €s l-il-2-metoxietilo; R 13 €s isobutilo; R 14 €S
ciclohexilo; R 15 €s metilbenciloy R 16 €S metilbencilo;

(kkkk) R ¢ es piperonilo; R 10 €s 1l-il-n-butilamina;

Ri1 es isobutilo; R 12 €s isobutilo; R 13 €s 1-il-2- metoxietilo;
Ri4 es ciclohexilo; R 15 €s 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo

Y R 16 es 1-il-2-(4(bencenosulfonamida)etilo;

@ rR 9 es ciclohexilo; R 10 €s ciclohexilo; R 11 €S
1-il-n-butilamina; R 12 es metilbencilo; R 13 €es 1l-il-n-
butilamina; R 14 €S metilbencilo; R 15 €s ciclohexilo y R 16 €S

piperonilo;

y sus sales farmacéuticamente aceptables.

67.- El método de conformidad con la reivindicaci on
59, caracterizado porque dicha genoteca basada en
microesferas comprende un radical de wunion a ligand o]
entrelazado a microesferas.

68.- El método de conformidad con la reivindicaci on
52, caracterizado porque el paso de determinacion c omprende
la deteccion de moléculas de union fluorescentes.

69.- El método de conformidad con la reivindicaci on

52, caracterizado porque dicha genoteca comprende | igandos
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etiquetados de modo fluorescente.

70.- El método de conformidad con la reivindicaci
52, caracterizado porque dicha muestra bioldgica se
en la etapa temprana de la enfermedad.

71.- El método de conformidad con la reivindicaci
52, caracterizado porque dicha muestra bioldgica se
en la etapa tardia de dicha enfermedad.

72.- El método de conformidad con la reivindicaci
52, caracterizado porque el método ademas
identificar un marcador asociado a una etapa de dic
enfermedad.

73.- EI método de conformidad con la reivindicaci
52, caracterizado porque dicha enfermedad es un can
enfermedad autoinmune, una enfermedad inflamatoria,
enfermedad infecciosa, una enfermedad neurodegenera
enfermedad cardiovascular.

74.- El método de conformidad con la reivindicaci
73, caracterizado porque la enfermedad del cancer e
cancer de mama, cancer de pulmoén, cancer de prostat
de cuello uterino, cancer de cabeza y de cuello, ca
testicular, cancer de ovario, cancer de piel, cance
cerebro, cancer pancreatico, cancer de higado, canc
estdmago, cancer de colon, cancer rectal, cancer de
linfoma o leucemia.

75.- El método de conformidad con la reivindicaci
73, caracterizado porque la enfermedad autoinmune e
miestenia gravis, esclerosis multiple, narcolepsia,
reumatoide, nefritis, enfermedad de Chagas, esclero

enfermedad de Sjogren.

76.- El método de conformidad con la reivindicaci

obtiene

7

on

obtiene

comprende

ha
on

cer, una
una

tiva o una

a, cancer
ncer
r de
er de
esoéfago,
on
s lupus,
artritis

derma o
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73, caracterizado porque la enfermedad infecciosa e s el
resultado de la infeccidn con los virus, bacterias u hongos.

77.- El método de conformidad con la reivindicaci on
73, caracterizado porque la enfermedad neurodegener ativa es
la enfermedad de Alzheimer, demencia o0 enfermedad d e
Creutzfeld-Jacob.

78.- EI método de conformidad con la reivindicaci on
52, caracterizado porque dicha respuesta es un efec to
secundario de dicho farmaco, una reaccién adversa a dicho
farmaco, una resistencia a dicha farmaco o una efic acia de
dosis terapéutica de dicho farmaco.

79.- El método de conformidad con la reivindicaci on
52, caracterizado porque el método ademas comprende
identificar un marcador asociado a una poblacion
subpoblacion de pacientes.

80.- El método de conformidad con la reivindicaci on
52, caracterizado porque por lo menos un ligando ti ene una
afinidad con un anticuerpo al antigeno que esta aso ciado a
una etapa de dicha enfermedad en una poblacion o su bpoblacién
de pacientes.

81.- El método de conformidad con la reivindicaci on
52, caracterizado porque dicho farmaco es por lo me nos uno de
los farmacos enumerados en el cuadro 1.

82.- El método de conformidad con la reivindicaci on
52, caracterizado porque las diferencias en la unié n se
distingue entre un sujeto que es y no es sensible a un
tratamiento o terapia por dicho farmaco.

83.- El método de conformidad con la reivindicaci on
52, caracterizado porque dicha seleccion consta de una
seleccidén inicial contra una primera genoteca de i gandos y



10

15

20

25

30

130

una seleccidon posterior contra una segunda genoteca
ligandos.

84.- El método de conformidad con la reivindicaci
83, caracterizado porque dicha primera genoteca de
es una genoteca de ligandos al azar y dicha segunda
de ligandos es una genoteca de ligandos al azar y n
aleatoria.

85.- El método de conformidad con la reivindicaci
83, caracterizado porque dicha segunda genoteca de
comprende una pluralidad de ligandos identificados
seleccion inicial o pre-seleccion basada en reactiv
conocida a dichos marcadores de unién a ligando.

86.- El método de conformidad con la reivindicaci
83, caracterizado porque dicha primera genoteca de
consta de una primera serie de ligandos y dicha seg
genoteca de ligandos comprende un segundo conjunto
ligandos.

87.- El método de conformidad con la reivindicaci
86, caracterizado porque dicho primer conjunto de |
son diferentes de dicho segundo conjunto de ligando

88.- El método de conformidad con la reivindicaci
86, caracterizado porque uno o mas de dicho primer
de ligandos son los mismos que uno o mas de dichs s
conjunto de ligandos.

89.- El método de conformidad con la reivindicaci
83, caracterizado porque dicha seleccion inicial se
contra una primera muestra recogida antes de admini
dicho farmaco a dicho sujeto, y dicha seleccion pos
realiza contra una segunda muestra recogida después

administrar dicho farmaco a dicho sujeto.

de
on
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90. El método de conformidad con la reivindicacio
83, caracterizado porque dicha primera genoteca de
se selecciona para identificar uno o mas biomarcado
asociados con una primera respuesta y dicha segunda
de ligandos se selecciona para identificar uno o ma
biomarcadores asociados con una segunda respuesta.

91.- El método de conformidad con la reivindicaci
83, caracterizado porque dicha primera genoteca de
se selecciona para identificar uno o mas biomarcado
asociados con una respuesta y dicha segunda genotec
ligandos es seleccionado para validar la asociacion
uno o mas biomarcadores con dicha respuesta.

92.- El método de conformidad con la reivindicaci
83, caracterizado porque dicha primera genoteca de
se selecciona para identificar uno o mas biomarcado
asociados con dicha enfermedad y dicha segunda geno
ligandos se selecciona para
biomarcadores asociados con una etapa de dicha enfe

93.- El método de conformidad con la reivindicaci
83, caracterizado porque dicha primera genoteca de
se selecciona para identificar uno o mas biomarcado
asociados con dicha enfermedad y dicha segunda geno
ligandos se selecciona para
biomarcadores asociados con dicha respuesta inducid
farmacos.

94.- El método de conformidad con la reivindicaci
83, caracterizado porque dicha primera genoteca de
se selecciona para identificar uno o mas biomarcado
asociados con dicha enfermedad y/o respuesta induci
farmacos y dicha

segunda genoteca de ligandos

identificar uno o0 mas

identificar uno o0 mas

ligandos
res

genoteca

7

on
ligandos
res
a de
de dicho
on
ligandos
res

teca de

rmedad.
on
ligandos
res

teca de

a por
on

ligandos
res

da por
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seleccionada para validar la asociacion de dicho un 0 0 mas
biomarcadores con dicha enfermedad y/o dicha respue sta

inducida por farmacos.

95. El método de conformidad con la reivindicacio n
52, caracterizado porque dicha muestra bioldgica es tejido,
célula, orina, suero, sangre entera, liquido cefalo rraquideo,

esputo, saliva o semen.

96.- El método de conformidad con la reivindicaci on
1, caracterizado porque dicho sujeto es un sujeto h umano o
animal.

97.- Un marcador asociado a una respuesta a un
farmaco para el tratamiento de una enfermedad, en d onde dicho
marcador es identificado por el método de la reivin dicacion
52.
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Perform Dynabead screen
¥ 3

| Wash library via centrifugation | | Wash Dyna beads hits via centrifugation |

|Add D serumin S5 then add Qdots|

1

lAdd D serum in S5 then add Qdots |

1

Collect D Qdot Save library Save D Dyna Save D
hits hits Dynabead
Qdot hits
FIGURE 6

using a ligand library. Specifically, the invention relates to using a ligand
library to diagnose or detect a drug induced response, including drug ad-
verse reaction, side effects, drug resistance, and therapeutic efficacy. The
invention further relates to identifying biomarkers associated with a drug
induced response and providing a personalized medical treatment.
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RESUMEN DE LA INVENCION

La invencibn se refiere a los métodos
diagnostico y tratamiento mediante una genoteca de
Especificamente, la invencién se refiere a usar una
de ligandos para diagnosticar o detectar una respue
inducida por farmacos, incluyendo reacciones advers
farmacos, efectos secundarios, resistencia a los fa
eficacia terapéutica. La invencion ademas se refier
identificacion de biomarcadores asociados con una r
inducida por farmacos y proporcionar un tratamiento

personalizado.

de

ligandos.
genoteca
sta
as de
rmacos y

e ala
espuesta
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Tami da ganaotaca SLE

#&. Cuaroda caird namal H.sUao 5LE-grupo 1 C. =8ro 5LE —grupo 2

FIGURA 27
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“Walidacion dal aciano pam@ al paptoida KWAE-20
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ELISA

Unidn da K1 EB-20-biotina-fluorescaing a placas ELISA
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Ensayo da compaticion
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Validacion de peptoides en ELISA y plataformas TentaGel
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ELISA con I0mmkd AL S
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Suam ADELISA con ADF3 10 mM (prapa@ado an ragulador da pH da unidn)
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ELISA da suam SLE con 10mh Kr1E-20
[praparadoan D3O
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ELISA da suam SLE con 10mh Kr1E-20
[praparadoan D3O
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Flataforma FACS pam@ walidacion da ackros da microasfar@as Tantacal
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E=studio modalka: wnidn dal grupo 2,5-dintmfaniko (DMF) al anticuarpo ant-DHE
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Etanolamina-DHF compatdoan 3 union da DWP al anticuarps ant-OME
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Auto-anticuarpa unido 3 ADFI da contml normal agrupado v suams da
anfarmadad da Akhaimar (AD) agrupados
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FIGURA 1B
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LB X

B TS R Y N T N
[Fuerca] ALY

Al BT
BEHHIHE. o e et 2 2.2 1005+ s oo e e i e o 2 o

#AF. 2

r'r . N I- . I- . . ¥ : . K} . 1
i i} Ml Kl e X SEHL O TEE rAN
peroal Al
fauetesl FIGURA 42




181

KMN1B-14

KMEE-16

FIGURA 43A
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KM1B-18

FIGURA 43B
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KMIE-21

FIGURA 44
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Auto-anticuerpo unido 8 ADP3 dal contral normal y sueras da enfermadad da
Alzhaimar

# Serie 1 NC jcontol normal)

NiF] g Sere 2 AD [snferm edadds Alzheimer
B LN
-]
SN
PR *

1] rars
¥
+

*x

3
ml.u e e e - - - -

E T 4 H] T T
] Xi AACF il Al HEl 1R

(uerca] ; fogimdy

Microssferas pre-bloque por 3 hs
1ATEST + cabra amichumano Alexa 847

Boeed foadmbl ¢ 3 75 i Py i
HC BiI3E 9737 ilhA gAY PRElE 2%TE
AD 022 TR DETY 139% ISR dMED

FIGURA 46



180G

Auto-anticuerpo unido 8 ADP3 dal contral normal y sueras da enfermadad da
Alzhaimar
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Auto-anticuarpo unido a ADF3 da control nomal (MC) v suams da anfarmadad da
AEhaimar (AD)
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Auto-anticuarpo unido a ADF3 da control nomal (MC) v suams da anfarmadad da

MEl

AEhaimar (AD)
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Datos da titulacion — da conformidad antra al diagndstioo clinico y pruaba Opkon
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Yalidacion de ADP3 en la plataforma ELISA
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“alidacion da paptoidas (P1aagi1-9) como mamcadors sakctivos
pam B3 ankrmadad da Alzhaimar an la Plataforma ELISA
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Raalzacion da Ct@s Damancias
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Dasacuamo antra al diagnosticoclinico v @ proaba Opko
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Intanzidad
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