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DESCRIPCION
Procedimiento para la deteccién de mdltiples analitos
Antecedentes de la invencion

1. Campo de la invencién.

Esta invencion se refiere a métodos para detectar mas de dos componentes diferentes en un Unico medio de
prueba.

El campo del diagnostico clinico ha mostrado una amplia expansion en los Ultimos afios, tanto con respecto a la
variedad de materiales de interés que pueden determinarse de manera facil y precisa, asi como a los métodos para
la determinacion. Se desean medios convenientes, fiables y no peligrosos para detectar la presencia de bajas
concentraciones de materiales en liquidos. En quimica clinica, estos materiales pueden estar presentes en fluidos
corporales en concentraciones por debajo de 10™ molar. La dificultad de detectar bajas concentraciones de estos
materiales se potencia por los tamafios de muestra relativamente pequefios que pueden utilizarse.

La necesidad de determinar multiples analitos en la sangre y otros fluidos bioldgicos resulta cada vez mas evidente
en muchas ramas de la medicina. En endocrinologia, se requiere a menudo el conocimiento de la concentracion
plasmatica de varias hormonas diferentes para solucionar un problema de diagnostico o un panel de marcadores
para un diagnostico dado en el que las razones pueden ayudar en la determinacion de la evolucion de la
enfermedad. Es evidente una necesidad incluso mas urgente en otras areas tales como pruebas de alergia, el
examen de sangre transfundida para determinar la contaminacion viral o el diagnéstico genético.

Uno cualquiera de varios agentes infecciosos puede provocar algunos estados de enfermedad patoldgicos. En otros
casos, el diagnostico y la evaluacion de los estados de enfermedad pueden evaluarse mejor mediante la medicién
de varios analitos en una muestra, tal como un panel de citocinas y quimiocinas, un panel de marcadores de
enfermedad especificos de tejido, un panel de antigenos y anticuerpos de diagnoéstico y similares. Otro ejemplo de la
utilidad del analisis simultdneo de multiples analitos es la determinacion del nivel de expresion de un panel de genes
en una poblaciéon de células dada o la deteccion y cuantificacion simultanea de multiples secuencias de acido
nucleico en una muestra individual. Otros beneficios de la deteccién y cuantificacion simultdnea de multiples analitos
son el posible aumento en el rendimiento del andlisis y la capacidad de incorporar controles internos para la muestra
de prueba.

En otros ensayos tales como ensayos de hibridacion de acido nucleico, existe la necesidad de detectar y cuantificar
una secuencia control positiva y diana especifica en un Unico tubo sin etapas de transferencia y separaciones que
llevan mucho tiempo. En principio, los controles internos eliminaran la necesidad de una curva patron. La
amplificacion y deteccién en un Unico tubo sin abrir el tubo también supera los problemas de contaminacién. En el
andlisis de mutacion, la capacidad de medir dos o mas variantes en un Unico tubo permitiria monitorizar
cuantitativamente la aparicion de poblaciones mutantes.

La mayoria de los ensayos de multiples analitos son heterogéneos, tienen escasa sensibilidad y un rango dinamico
escaso (se determina una diferencia de 2 a 100 veces en la concentracion de los analitos) y algunos requieren el
uso de instrumentacion sofisticada. Un ensayo homogéneo que tenga sensibilidad superior, rango dindmico grande
(diferencia de 10% a 10* veces en la concentracion de analito) y menos reactivos y mas estables podria aumentar la
simplicidad y fiabilidad o ensayos de mdltiples analitos.

Los compuestos luminiscentes, tales como compuestos fluorescentes y compuestos quimioluminiscentes,
encuentran amplia aplicacién en el campo de ensayo debido a su capacidad para emitir luz. Por este motivo, se han
utilizado agentes luminiscentes como marcadores en ensayos tales como inmunoensayos y ensayos de &cido
nucleico. Por ejemplo, un miembro de un par de unién especifica se conjuga con un agente luminiscente y se
emplean diversos protocolos. El conjugado de agente luminiscente puede repartirse entre una fase soélida y una fase
liquida en relacion a la cantidad de analito en una muestra que se sospecha que contiene el analito. Midiendo la
luminiscencia de cualquiera de las fases, puede relacionarse el nivel de luminiscencia observada con una
concentracion del analito en la muestra.

Los sistemas anteriormente descritos para la deteccién y cuantificacion simultdnea de mdltiples analitos en una
Unica muestra o multiples andlisis se basan en mdltiples grupos indicadores que corresponden cada uno a un analito
especifico. Se han usado diversos marcadores para producir sefiales distinguibles en ensayos de multiples analitos:
(a) dos marcadores de radioisétopos diferentes, (b) dos o0 mas marcadores fluorescentes diferentes, (c) un marcador
quimioluminiscente y uno fluorescente, (c) quelatos de lantanido diferentes en los que se miden tanto el tiempo de
vida como la longitud de onda, (e) una enzima y un éster de acridinio, (f) resolucion espacial de diferentes analitos,
(g) diferentes enzimas con adiciones de sustrato secuenciales y (h) diferentes ésteres de acridinio que producen
dioxetanonas que tienen diferentes tiempos de vida.
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En otro enfoque, se emplea un Unico grupo indicador que reacciona diferencialmente con diversos analitos para
producir multiplicidad de sefiales. Cuando el analisis implica mdltiples sefiales en una Unica mezcla de reaccién, las
sefiales pueden resolverse basandose en la diferencia de longitud de onda y o diferencias en la semivida de
emision.

2. Breve descripcién de la técnica relacionada.

La patente estadounidense n.° 5.656.207 (Woodhead, et al.) (Woodhead |) da a conocer un método para detectar o
cuantificar multiples analitos usando técnicas de marcaje.

Se dan a conocer en las patentes estadounidenses n.®® 5.827.656 (Nelson, et al.) (Nelson ) y 5.658.737 (Nelson, et
al.) (Nelson Il) composiciones y métodos para la deteccion y cuantificacion simultanea de multiples secuencias de
acido nucleico especificas.

La patente estadounidense n.° 5.395.752 (Law, et al.) da a conocer compuestos quimioluminiscentes de larga
longitud de onda de emisidn y su uso en los ensayos de prueba.

Chandler, et al., tratan el analisis multiplexado de muestras clinicas, el aparato y el método en el documento PCT
WO 97/14028.

Se describe un ensayo multiplexado sensible, rapido para la deteccién de acidos nucleicos virales usando el sistema
FlowMetrix de Smith, et al., en Clinical Chemistry (1998) 44(9):2054-2056.

Narang, et al., trata la detecciébn de mudltiples analitos usando un inmunosensor de flujo basado en capilares
(Analytical Biochemistry (1998) 255:13-19).

Se describe el andlisis multiparamétrico rapido de la simulacién celular en reacciones de cultivo de linfocitos mixtos
por Traganos, et al., en The Journal of Histochemistry and Cytochemistry (1977) 25(7):881-887).

La patente estadounidense n.° 5.340.716 (Ullman, et al.) describe un método de ensayo que utiliza marcadores
quimioluminiscentes fotoactivados.

Se describen en la patente estadounidense n.° 5.709.994 (Pease, et al.) matrices quimioluminiscentes fotoactivables.

El documento WO 99/42618 se refiere a un método para detectar la cantidad de un polinucleétido diana (es decir,
uno) en una muestra.

Clinical Chemistry, vol. 42, n.° 9, 1996, 1518-1526, “Luminescent oxygen channeling assay (LOCI™): sensitive,
broadly applicable homogeneous immunoassay method”, documento XP-002109518, da a conocer la deteccion de
un Unico analito en un medio usando un compuesto quimioluminiscente y un sensibilizador.

El documento WO 01/12859, una solicitud anterior, sugiere un método para la deteccion de una diferencia en un
Unico analito.

Proc. Natl. Acad. Sci., vol. 91, pags. 5426-5430, junio de 1994, “Luminescent oxygen channeling immunoassay:
Measurement of particle binding kinetics by chemiluminescence”, documento XP-000882828, se refiere a un ensayo
gue usa un sensibilizador que genera oxigeno singlete y un reactivo quimioluminiscente reactivo que puede
activarse mediante el oxigeno singlete.

Sumario de lainvencién

Un aspecto de la presente invencién es un método para determinar la presencia o las cantidades relativas de mas
de dos analitos diferentes que se sospecha que estan en un medio, comprendiendo dicho método:

a) proporcionar en combinacion (1) un medio que se sospecha que contiene dichos mas de dos analitos diferentes,
(2) al menos dos reactivos sensibilizadores, pudiendo dichos reactivos sensibilizadores generar oxigeno singlete y
pudiendo distinguirse entre si mediante longitud de onda de sensibilizacion, y (3) mdltiples reactivos que son
reactivos que son composiciones quimioluminiscentes y que pueden activarse mediante oxigeno singlete y que
pueden detectarse diferencialmente mediante diferentes longitudes de onda de emisibn o mediante diferentes
razones de descomposicion y que estan asociados con un miembro sbp que puede unirse con un analito, en el que
un primer miembro de par de union especifica (sbp) esta asociado con cada uno de dichos reactivos sensibilizadores
y en los que, para cada uno de dichos reactivos sensibilizadores, dicho primer miembro sbp puede unirse a un
analito respectivo o a un segundo miembro sbp para formar un complejo relacionado con la cantidad de dicho
analito, y

b) activar diferencialmente dichos reactivos sensibilizadores y detectar la cantidad de sefial generada como
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resultado de la activaciéon de cada uno de dichos reactivos que son reactivos, estando la cantidad de la misma
relacionada con la cantidad de cada uno de dichos analitos diferentes en dicho medio.

Otra realizacion de la presente invencién es un método homogéneo segun la reivindicacion 8 para determinar la
presencia o las cantidades relativas de mas de dos analitos diferentes que se sospecha que estan en un medio,
comprendiendo dicho método:

a) proporcionar en combinacién (1) un medio que se sospecha que contiene dichos mas de dos analitos, (2) un
fotosensibilizador para cada uno de dichos analitos, estando cada uno de dichos fotosensibilizadores asociado con
una primera particula y generando oxigeno singlete y teniendo una longitud de onda de sensibilizacién diferente
entre si, y (3) composiciones quimioluminiscentes que pueden activarse mediante oxigeno singlete, asociandose
cada una de éstas con una segunda particula, en el que dichas composiciones quimioluminiscentes pueden
detectarse diferencialmente mediante diferentes longitudes de onda de emision o mediante diferentes razones de
descomposicion y en el que las diferentes longitudes de onda de sensibilizacion y las diferentes longitudes de onda
de emision o diferentes razones de descomposicion dan como resultado la deteccién diferencial de cada uno de
dichos analitos y en el que cada uno de dichos fotosensibilizadores esta asociado con un primer miembro de par de
unién especifica (sbp) y en el que, para cada uno de dichos fotosensibilizadores, dicho primer miembro sbp puede
unirse a un analito respectivo 0 a un segundo miembro sbp para formar un complejo relacionado con la cantidad de
dicho analito, y

b) irradiar diferencialmente cada uno de dichos fotosensibilizadores con luz y detectar la cantidad de luminiscencia
generada por cada una de dichas composiciones quimioluminiscentes en un tiempo tras la activacion y a una
longitud de onda que corresponde a la razén de descomposicion y longitud de onda de dicha emisién luminiscente,
estando relacionada la cantidad de la misma con la cantidad de cada uno de dichos diferentes analitos en dicho
medio.

Breve descripcién de los dibujos

La figura 1 es una representacion esquematica de un esquema de ensayo.
La figura 2 es un gréafico que representa curvas patron.

La figura 3 es una representacion esquematica de un esquema de ensayo.
La figura 4 es un gréafico que representa curvas patron.

La figura 5 es un gréfico que representa curvas patron.

Descripcion de las realizaciones especificas

La presente invencion permite la deteccién cuantitativa de mas de dos analitos diferentes en un ensayo mediante el
uso de diferentes reactivos sensibilizadores que habitualmente pueden activarse diferencialmente mediante la
diferencia en longitud de onda de sensibilizacién. Preferiblemente, el reactivo sensibilizador puede generar oxigeno
singlete. También se emplean reactivos que son reactivos que pueden activarse como resultado de la activacion de
los reactivos sensibilizadores, que pueden activarse habitualmente mediante oxigeno singlete. Mientras que los
métodos homogéneos basados en fluorescencia o quimioluminiscencia anteriores o para el analisis multiplex se
basan en la resolucion de sefales especificas basandose en las tasas de descomposicion y/o longitud de onda de
emision, el presente método se basa en la distincion de sefiales especificas basandose en las longitudes de onda de
iluminacion para la sensibilizacion de los sensibilizadores especificos. Los reactivos que son reactivos pueden ser
agentes quimioluminiscentes, fluorescentes, precursores de indicadores fotoactivos y similares 0 combinaciones de
los mismos. Otros aceptores que producen sefiales que se activan mediante reaccion con oxigeno singlete también
puede usarse en el analisis multiplex de la presente invencién. La combinacion de multiples sensibilizadores y
multiples aceptores adecuados permite la multiplexacién adicional del analisis.

Antes de seguir adelante con una descripcion de las realizaciones especificas de la presente invencion, se definiran
y se describiran en detalle varios términos .

Componente - componente de interés; el compuesto 0 composicion que va a detectarse. El componente puede ser
un analito, un compuesto de referencia, un compuesto de control, un calibrador y similares.

Analito - el analito estd compuesto habitualmente por un miembro de un par de unién especifica (sbp) y puede ser
un ligando, que es monovalente (monoepitopico) o polivalente (poliepitopico), habitualmente antigénico o hapténico,
y es un Unico compuesto o una pluralidad de compuestos que comparten al menos un sitio determinante o epitopico
comun. El analito puede ser una parte de una célula tal como una bacteria o una célula que porta un antigeno de
grupo sanguineo tal como A, B, D, etc., o un antigeno HLA o el analito puede ser un microorganismo, por ejemplo,
bacteria, hongo, protozoo o virus.
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Los analitos de ligandos polivalentes serdn normalmente poli(aminoacidos), es decir, polipéptidos y proteinas,
polisacéaridos, acidos nucleicos y combinaciones de los mismos. Tales combinaciones incluyen componentes de
bacterias, virus, cromosomas, genes, mitocondrias, nlcleos, membranas celulares y similares.

Para la mayor parte, los analitos de ligandos poliepitopicos a los que puede aplicarse la invencion objeto tendran un
peso molecular de al menos aproximadamente 5.000, mas habitualmente al menos aproximadamente 10.000. En la
categoria de poli(aminoacido), los poli(aminoacidos) de interés tendran generalmente un peso molecular de desde
aproximadamente 5.000 hasta 5.000.000, mas habitualmente un peso molecular de desde aproximadamente 20.000
hasta 1.000.000; entre las hormonas de interés, los pesos moleculares oscilaran habitualmente entre
aproximadamente 5.000 y 60.000 de peso molecular.

Una amplia variedad de proteinas puede considerarse como la familia de proteinas que tienen caracteristicas
estructurales similares, proteinas que tienen funciones biol6gicas particulares, proteinas relacionadas con
microorganismos especificos, particularmente microorganismos que provocan enfermedades, etc. Tales proteinas
incluyen, por ejemplo, inmunoglobulinas, citocinas, enzimas, hormonas, antigenos de cancer, marcadores
nutricionales, antigenos especificos de tejido, etc. Tales proteinas incluyen, a modo de ilustracién y no limitacion,
protaminas, histonas, albuminas, globulinas, escleroproteinas, fosfoproteinas, mucoproteinas, cromoproteinas,
lipoproteinas, nucleoproteinas, glicoproteinas, receptores de células T, proteoglicanos, HLA, proteinas no
clasificadas, por ejemplo, somatotropina, prolactina, insulina, pepsina, proteinas encontradas en el plasma humano,
factores de coagulacion sanguinea, hormonas proteicas tales como, por ejemplo, hormona foliculoestimulante,
hormona luteinizante, luteotropina, prolactina, gonadotropina coridnica, hormonas tisulares, citocinas, antigenos de
cancer tales como, por ejemplo, PSA, CEA, a-fetoproteina, fosfatasa acida, CA19.9 y CA125, antigenos especificos
de tejido, tales como, por ejemplo, fosfatasa alcalina, mioglobina, CPK-MB y calcitonina, y hormonas peptidicas.
Otros materiales poliméricos de interés son mucopolisacaridos y polisacaridos.

Los analitos de ligandos monoepitopicos tendran generalmente un peso molecular de desde 100 hasta 2.000, mas
habitualmente un peso molecular de desde 125 hasta 1.000. Los analitos incluyen farmacos, metabolitos, pesticidas,
contaminantes y similares. Se incluyen entre los farmacos de interés los alcaloides. Entre los alcaloides estan
alcaloides de morfina, que incluyen morfina, codeina, heroina, dextrometorfano, sus derivados y metabolitos;
alcaloides de cocaina, que incluyen cocaina y bencilecgonina, sus derivados y metabolitos; alcaloides del
cornezuelo del centeno, que incluyen la dietilamida del acido lisérgico; alcaloides esteroides; alcaloides de
iminazoilo; alcaloides de quinazolina; alcaloides de isoquinolina; alcaloides de quinolina, que incluyen quinina y
quinidina; alcaloides de diterpeno, sus derivados y metabolitos.

El siguiente grupo de farmacos incluye esteroides, que incluye los estrégenos, andrégenos, esteroides
andreocorticales, acidos biliares, glucésidos cardioténicos y agliconas, que incluye digoxina y digoxigenina,
saponinas y sapogeninas, sus derivados y metabolitos. También estan incluidas las sustancias miméticas
esteroides, tales como dietilestilbestrol.

El siguiente grupo de farmacos es el de las lactamas que tienen desde 5 hasta 6 miembros de anillo, que incluye los
barbituatos, por ejemplo, fenobarbital y secobarbital, difenilhidantoina, primidona, etosuximida y sus metabolitos.

El siguiente grupo de farmacos es el de los aminoalquilbencenos, con alquilo de desde 2 hasta 3 atomos de
carbono, que incluye las anfetaminas; catecolaminas, que incluye efedrina, L-dopa, epinefrina; narceina; papaverina;
y metabolitos de los anteriores.

El siguiente grupo de farmacos es el de los benzheterociclicos, que incluyen oxazepam, clorpromazina, tegretol, sus
derivados y metabolitos, siendo los anillos heterociclicos azepinas, diazepinas y fenotiazinas.

El siguiente grupo de farmacos es el de las purinas, que incluye teofilina, cafeina, sus metabolitos y derivados.

El siguiente grupo de farmacos incluye los derivados de la marihuana, que incluye cannabinol y tetrahidrocannabinol.
El siguiente grupo de farmacos es el de las hormonas tales como tiroxina, cortisol, triyodotironina, testosterona,
estradiol, estrona, progesterona, polipéptidos tales como angiotensina, LHRH, e inmunosupresores tales como

ciclosporina, FK506, acido micofendlico, etcétera.

El siguiente grupo de farmacos incluye las vitaminas tales como A, B, por ejemplo B12, C, D, E y K, &cido fdlico,
tiamina.

El siguiente grupo de farmacos es el de las prostaglandinas, que difieren en el grado y los sitios de hidroxilacion e
insaturacion.

El siguiente grupo de farmacos es el de los antidepresivos triciclicos, que incluye imipramina, dismetilimipramina,
amitriptilina, nortriptilina, protriptilina, trimipramina, clomipramina, doxepina y desmetildoxepina.
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El siguiente grupo de farmacos es el de los antineoplésicos, que incluyen metotrexato.

El siguiente grupo de farmacos es el de los antibidticos, que incluyen penicilina, cloromicetina, actinomicetina,
tetraciclina, terramicina, los metabolitos y derivados.

El siguiente grupo de farmacos es el de los nucleosidos y nucleétidos, que incluyen ATP, NAD, FMN, adenosina,
guanosina, timidina y citidina con sus sustituyentes de fosfato y azlcar apropiados.

El siguiente grupo de farmacos es el de diversos farmacos individuales que incluyen metadona, meprobamato,
serotonina, meperidina, lidocaina, procainamida, acetilprocainamida, propranolol, griseofulvina, acido valproico,
butirofenonas, antihistaminas, cloranfenicol, farmacos anticolinérgicos, tales como atropina, sus metabolitos y
derivados.

Metabolitos relacionados con los estados de enfermedad incluyen espermina, galactosa, acido fenilpiravico y
porfirina tipo 1.

El siguiente grupo de farmacos es el de los aminoglucésidos, tales como gentamicina, kanamicina, tobramicina y
amikacina.

Entre los pesticidas de interés estan bifenilos polihalogenados, ésteres de fosfato, tiofosfatos, carbamatos,
sulfenamidas polihalogenadas, sus metabolitos y derivados.

Para los analitos receptores, los pesos moleculares generalmente oscilaran entre 10.000 y 2X10%, mas
habitualmente entre 10.000 y 10°. Para las inmunoglobulinas, 1gA, 1gG, IgE e IgM, los pesos moleculares
generalmente variaran desde aproximadamente 160.000 hasta aproximadamente 10°. Las enzimas normalmente
oscilaran desde entre 10.000 y 1.000.000 en peso molecular. Los receptores naturales varian ampliamente, teniendo
generalmente un peso molecular de al menos aproximadamente 25.000 y pueden tener un peso molecular de 10°0
superior, incluyendo materiales tales como avidina, ADN, ARN, globulina de unién a tiroxina, prealbGmina de unién a
tiroxina, transcortina, etc.

El término analito incluye ademas analitos de polinucleétido tales como los polinucleétidos definidos a continuacion.
Estos incluyen ARN-m, ARN-r, ARN-t, ADN, duplex de ADN-ARN, etc. El término analito también incluye receptores
que son agentes de unidn a polinucleétidos, tales como, por ejemplo, enzimas de restriccion, activadores,
represores, nucleasas, polimerasas, histonas, enzimas de reparacion, agentes quimioterapicos y similares.

El analito puede ser una molécula encontrada directamente en una muestra tal como tejido biolégico, incluyendo
fluidos corporales, de un huésped. La muestra puede examinarse directamente o puede tratarse previamente para
hacer que el analito pueda detectarse mas facilmente. Ademas, el analito de interés puede determinarse detectando
un agente probatorio del analito de interés tal como un miembro de par de union especifica complementario al
analito de interés, cuya presencia se detectara sélo cuando el analito de interés esté presente en una muestra. Por
tanto, el agente probatorio del analito se convierte en el analito que se detecta en un ensayo. El tejido bioldgico
incluye tejido extirpado de un drgano u otra parte del cuerpo de un huésped y fluidos corporales, por ejemplo, orina,
sangre, plasma, suero, saliva, semen, heces, esputos, liquido cefalorraquideo, lagrimas, mucosidad y similares.

Sensibilizador - una molécula, habitualmente un compuesto, que puede activarse para formar un producto, tal como
oxigeno singlete, que puede activar un reactivo que es reactivo. Los sensibilizadores (tiles en la presente invencion
pueden activarse diferencialmente tal como teniendo diferentes longitudes de onda de activacién o diferentes modos
de activacion. El sensibilizador puede fotoactivarse (por ejemplo, compuestos aromaticos y colorantes) o puede
quimioactivarse (por ejemplo, enzimas y sales de metal). Preferiblemente, el sensibilizador es un fotosensibilizador.
Sin embargo, otros sensibilizadores incluyen, a modo de ejemplo y no limitacién, otras sustancias y composiciones
que pueden producir oxigeno singlete con o, menos preferiblemente, sin activacion mediante una fuente de luz
externa. Por tanto, por ejemplo, se ha mostrado que las sales de molibdato (MoO4 ) y cloroperoxidasa y
mieloperoxidasa mas i6n cloruro o bromuro (Kanofsky, J. Biol. Chem. (1983) 259:5596) catalizan la conversién de
perdxido de hidrégeno en oxigeno singlete y agua. Cualquiera de estas composiciones puede, por ejemplo, estar
incluida en particulas en las que se une un miembro sbp y usarse en el método de ensayo en el que se incluye
peréxido de hidrégeno como reactivo auxiliar, se une cloroperoxidasa a una superficie y se incorpora molibdato en la
fase acuosa de un liposoma. También estan incluidos como sensibilizadores dentro del alcance de la invencién
compuestos que no son verdaderos sensibilizadores pero que con excitacién mediante calor, luz, radiacion ionizante
0 activacion quimica liberaran una molécula de oxigeno singlete. Los miembros mejor conocidos de esta clase de
compuestos incluyen los endoperéxidos tales como endoperéxido de 1,4-biscarboxietil-1,4-naftaleno, 9,10-
difenilantracen-9,10-endoperéxido y 5,12-endoperéxido de 5,6,11,12-tetrafenilnaftaleno. El calentamiento o la
absorcion directa de luz por estos compuestos libera oxigeno singlete.

Fotosensibilizador - un sensibilizador para la generacién de oxigeno singlete habitualmente mediante excitacion con

luz. Cuando se excita mediante luz, el fotosensibilizador es habitualmente un compuesto formado por atomos
covalentemente unidos, habitualmente con mudltiples dobles o triples enlaces conjugados. ElI compuesto debe
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absorber luz en el intervalo de longitud de onda de aproximadamente 200 a aproximadamente 1100 nm,
habitualmente, de aproximadamente 300 a aproximadamente 1000 nm, preferiblemente, de aproximadamente 450 a
aproximadamente 950 nm, con un coeficiente de extincidon a su maximo de absorbancia superior a aproximadamente
1000 M* cm™, preferiblemente, superior a aproximadamente 50.000 M™* cm™, mas preferiblemente, de
aproximadamente 100.000 Mt cm‘l, a la longitud de onda de excitacion. Preferiblemente, el sensibilizador se excita
a longitudes de onda distintas, largas de aproximadamente 400 a aproximadamente 1000 nm, mas preferiblemente,
de aproximadamente 600 a aproximadamente 800 nm.

Los fotosensibilizadores que van a excitarse mediante luz seran relativamente fotoestables y, preferiblemente, no
reaccionaran eficazmente con oxigeno singlete. Varias caracteristicas estructurales estan presentes en la mayoria
de los fotosensibilizadores utiles. La mayoria de los fotosensibilizadores tienen al menos uno y frecuentemente tres
o0 més dobles o triples enlaces conjugados mantenidos en una estructura rigida, frecuentemente aromética.
Contendran frecuentemente al menos un grupo que acelera el cruce intersistémico tal como un grupo carbonilo o
imina o un atomo pesado seleccionado de las filas 3-6 de la tabla periddica, especialmente yodo o bromo, o pueden
tener estructuras aromaticas extendidas. Los fotosensibilizadores tipicos incluyen acetona, benzofenona, 9-
tioxantona, eosina, 9,10-dibromoantraceno, azul de metileno, metaloporfirinas, tales como hematoporfirina,
ftalocianinas, naftocianinas, clorofilas, rosa de bengala, buckminsterfulereno, etc., y derivados de estos compuestos
que tienen sustituyentes de 1 a 50 atomos para hacer que tales compuestos sean mas lip6filos o mas hidréfilos y/o
como grupos de unidén para unirse, por ejemplo, a un miembro sbp. Ejemplos de otros fotosensibilizadores que
pueden utilizarse en la presente invencion son los que tienen las propiedades anteriores y se enumeran en N. F.
Turro, “Molecular Photochemistry” pagina 132, W. A. Benjamin Inc., N.Y. 1965.

Ejemplos de colorantes sensibilizadores de longitud de onda larga que pueden emplearse en la presente invencion
son colorantes sensibilizadores de longitud de onda larga Utiles para terapia fotodinamica (Woehrie, et al., en Proc.
SPIE-Int. Soc. Opt. Eng. 1996, 319-327, y Macromol. Symp. 1996, 105, 127-138), metalotexafirinas que absorben a
de 730 a 770 nm (Harriman, et al., J. Chem. Soc. Chem. Commun., 1989, 314) y texafirinas (J.L. Sessler y S.J.
Wegnorn, 1997, Tetrahedron Organic Chemistry Series vol. 15.

Preferiblemente, los fotosensibilizadores son relativamente no polares para garantizar la disolucion en un miembro
lipofilo cuando se incorpora el fotosensibilizador en una gotita de aceite, liposoma, particula de latex, etc.

Reactivo que es reactivo - una molécula, habitualmente un compuesto, que puede activarse mediante un producto
producido por un sensibilizador. El reactivo que es reactivo puede ser, por ejemplo, una composicion
quimioluminiscente, un precursor de indicador fotoactivable, un croméforo fotoactivable, un fluoréforo fotoactivable y
similares.

Composicion quimioluminiscente - un agente quimioluminiscente; un compuesto que experimenta un cambio
detectable tras la reaccion con el producto del sensibilizador. Ejemplos de agentes quimioluminiscentes, a modo de
ilustracién y no limitacion, son olefinas que pueden reaccionar con oxigeno singlete, por ejemplo, para formar
hidroperéxidos o dioxetanos, dioxetanos estables que pueden activarse con una base o una enzima, acetilenos que
pueden reaccionar con oxigeno singlete para formar dicetones, hidrazonas o hidrazidas que se activan con un
peroxido y que pueden formar compuestos azo o carbonilos azo tales como luminol, sustratos de enzimas
quimioluminiscentes tales como luciferina, compuestos aromaticos que pueden formar endoperéxidos, etc.

El compuesto quimioluminiscente puede producir cualquier sefial detectable tras la reaccion con oxigeno singlete. La
sefial se iniciar4 habitualmente mediante y/o se detectara como radiacion electromagnética y sera preferiblemente
luminiscencia tal como quimioluminiscencia, fluorescencia, electroluminiscencia o fosforescencia.

Las olefinas que pueden reaccionar con oxigeno singlete -- una reaccion tipica de olefinas con oxigeno singlete es la
adicion 2 + 2 para formar un dioxetano. Las olefinas adecuadas habitualmente no tienen ninglin grupo C-H saturado
unido a un carbono olefinico excepto carbonos de cabeza de puente no reactivos y tendran preferiblemente uno o
mas grupos electrodonadores unidos directamente al carbono olefinico o en conjugacion con la olefina. Los
dioxetanos pueden disociarse espontaneamente o mediante calentamiento con quimioluminiscencia espontanea, o
los grupos carbonilo que se forman pueden formarse como parte de un grupo fluorescente o pueden experimentar
reacciones posteriores que conducen a una molécula fluorescente. Alternativamente, esta reaccion de disociacion
puede conducir a la separacion de un grupo extintor a partir de un grupo fundamentalmente fluorescente que
recupera asi su propiedad fluorescente.

Otro tipo de reaccion de oxigeno singlete con olefinas es la cicloadicion 4 + 2 con dienos, habitualmente compuestos
aromaticos tales como naftalenos, antracenos, oxazoles, furanos, indoles y similares. Una reaccién de este tipo
conduce inicialmente a un endoperodxido. En algunos casos pueden reorganizarse endoperéxidos para activar
ésteres o anhidridos que pueden reaccionar con un grupo adecuadamente colocado para proporcionar una lactona o
lactama que puede ser fluorescente. Alternativamente, los endoperdxidos pueden oxidar un precursor del compuesto
fluorescente o quimioluminiscente. Los endoperéxidos también pueden disociarse espontaneamente o al calentarse
con emisién quimioluminiscente u oxidar un leucocolorante fluorescente.
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Todavia otro tipo de reaccion de oxigeno singlete con olefinas es la reaccidn “eno” que produce un alilhidroperdxido.
Las olefinas adecuadas tienen un C-H saturado reactivo unido a un carbono olefinico. Este producto puede
reaccionar con un éster activo en la misma molécula para formar una dioxetanona que puede disociarse
espontaneamente o mediante calor con emision quimioluminiscente.

En general, las olefinas de interés son las que experimentan una reaccion quimica tras la reaccion con oxigeno
singlete para formar un producto de reaccion metaestable, habitualmente un dioxetano o endoperéxido, que puede
descomponerse con emision simultdnea o posterior de luz, habitualmente dentro del intervalo de longitud de onda de
250 a 1200 nm. Se prefieren olefinas ricas en electrones que contienen habitualmente grupos electrodonadores. A
modo de ejemplo, tales olefinas ricas en electrones son enol éteres, enaminas, 9-alquiliden-N-alquilacridanos,
arilviniléteres, 1,4-dioxenos, 1,4-tioxenos, 1,4-oxazinas, arilimidazoles, 9-alquiliden-xantanos y lucigenina.

La luminiscencia producida tras la reaccion de las olefinas de interés con oxigeno singlete sera preferiblemente a
longitudes de onda por encima de 300 nanometros, preferiblemente por encima de 500 nandémetros y mas
preferiblemente por encima de 550 nm. Los compuestos que absorben luz a longitudes de onda mas alla de la
region en la que los componentes de la muestra contribuyen significativamente a la absorcion de luz seran de uso
particular en la presente invencion. La absorbancia del suero decae rapidamente por encima de 500 nm y se vuelve
insignificante por encima de 600 nm. La luminiscencia por encima de 550 nm es de interés particular. Sin embargo,
la luminiscencia a longitudes de onda mas corta es Util cuando estd ausente absorbancia de interferencia de la
muestra. Preferiblemente, las olefinas quimioluminiscentes absorberan luz a menos de aproximadamente 400 nm
para permitir una manipulacion conveniente en luz ambiente sin el riesgo de producir involuntariamente oxigeno
singlete mediante fotosensibilizacion.

Ejemplos de olefinas quimioluminiscentes ricas en electrones adecuadas se exponen en la patente estadounidense
n.° 5.709.994. Tales olefinas generalmente tienen un grupo electrodonador en conjugacion con la olefina.

Los dioxetanos pueden ser luminiscentes solos 0 en conjuncién con un aceptor de energia fluorescente. Los enol
éteres son ejemplos de tales olefinas. Frecuentemente, los compuestos de enol éter tendran al menos un grupo arilo
unido a los carbonos olefinicos en los que el anillo de arilo esta sustituido con un grupo electrodonador en una
posicion que aumenta la reactividad de la olefina con respecto al oxigeno singlete y/o confiere fluorescencia al
producto de disociacion del dioxetano resultante. El grupo electrodonador puede ser, por ejemplo, hidroxilo, alcoxilo,
amino disustituido, alquiltio, furilo, pirilo, etc. Preferiblemente, los enol éteres tienen un grupo electrodonador unido
directamente a un carbono olefinico.

Las enaminas son otro ejemplo de tales olefinas. En general, las enaminas utiles se regiran por las normas
expuestas anteriormente para los enol éteres.

Otra familia de agentes quimioluminiscentes es la de los 2,4,5-trifenilimidazoles, con iofina como nombre comun
para el producto original. Los analogos quimioluminiscente incluyen sustituyentes de para-dimetilamino y metoxilo.

Otras olefinas quimioluminiscentes que satisfacen los requisitos facilitados anteriormente pueden encontrarse en la
solicitud de patente europea n.° 0.345.776.

Precursor de indicador fotoactivo - una molécula, habitualmente un compuesto, que reacciona con oxigeno singlete
para formar indicadores fotoactivos o para formar un compuesto que puede reaccionar con un compuesto auxiliar
gue se convierte acto seguido en un indicador fotoactivo. Existen diversos tipos de reacciones de oxigeno singlete
gue pueden proporcionar compuestos que conduciran a un compuesto indicador fotoactivo. El tipo de reaccion que
se emplea y la eleccion del indicador fotoactivo que se desea proporcionan una guia para las estructuras de los
precursores de indicadores fotoactivos y cualquier compuesto auxiliar usado en la presente invencion.

El precursor de indicador fotoactivo experimenta preferiblemente una reacciéon con oxigeno singlete que es muy
rapida, habitualmente al menos de aproximadamente 10* a aproximadamente 10° s, preferiblemente al menos de
aproximadamente 10° a aproximadamente 10® s?, mas preferiblemente, superior a aproximadamente 10° s™.
Cuando el producto inicial de la reaccion es un producto intermedio que reacciona para dar el precursor fotoactivo, el
producto intermedio tiene preferiblemente un tiempo de vida que es corto en relacion con el tiempo deseado entre la
formacion del oxigeno singlete y la deteccion de la fluorescencia emitida del indicador fotoactivo tras la exposicién a
la luz. Para la generacion del oxigeno singlete y la deteccion de la fluorescencia simultaneas, el tiempo de vida es
habitualmente de aproximadamente 10° a aproximadamente 10 s, preferiblemente, de aproximadamente 107,
Cuando la generacién de oxigeno singlete y la deteccion de la fluorescencia son secuenciales, el tiempo vida puede
variar desde aproximadamente 10° hasta aproximadamente 30 minutos o mas, preferiblemente de menos de
aproximadamente de 1 s a aproximadamente 60 s.

Se logran velocidades de reaccion superiores de oxigeno singlete proporcionando grupos reactivos con oxigeno
singlete en el precursor de indicador fotoactivo que son ricos en electrones. Estos grupos son habitualmente una
olefina o acetileno, derivados de hidrazina e hidroxilamina, seleniuros y telururos pero no se limitan a estos grupos.
Por ejemplo, se han encontrado telururos que van a ser particularmente (tiles porque reaccionan rapidamente con
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oxigeno singlete para producir una olefina. La velocidad de reaccion depende de la disponibilidad de electrones
(oxidacion potencial) del telurio. Por ejemplo, los grupos electrodonadores en un sustituyente de anillo de arilo en el
atomo de telurio pueden aumentar la velocidad. Cambiando desde telurio hasta selenio (el siguiente calcogenuro
inferior) se reduce la velocidad, pero aumenta la estabilidad a la oxidacion de la molécula.

Cuando el precursor de indicador fotoactivo contiene una hidrazina o hidrazida, la reaccion con oxigeno singlete
puede producir un doble enlace. Por ejemplo, el oxigeno singlete puede convertir hidrazidas directamente en
indicadores fotoactivos fluorescentes.

La oxidacion potencial de una hidrazina es un importante factor para proporcionar una alta velocidad de reaccion.
Grupos electroatractores tales como un grupo acilo (por ejemplo, como en una hidrazida) ralentizan la reaccion
aungue las hidrazidas de acilo y las hidrazidas de diacilo todavia pueden usarse como precursores de indicadores
fotoactivos en la presente invencién. Cuando la reaccion no es lo suficientemente rapida, puede a menudo
acelerarse en presencia de una base. Por ejemplo, la hidrazida de 3-aminoftaloilo forma un anién en presencia de
una base fuerte que es rica en electrones y puede reaccionarse rapidamente con oxigeno singlete para formar 3-
aminoftalato como indicador fotoactivo. Sin embargo, el i6n hidroxilo no puede usarse como base cuando las
particulas que pueden suspenderse contienen el precursor de indicador fotoactivo dentro de una matriz hidréfoba.
Pueden usarse particulas hidréfilas tales como agarosa en su lugar para permitir acceso al i6n hidroxilo.
Habitualmente, el precursor de indicador fotoactivo se unird covalentemente a la particula que puede suspenderse
cuando la particula es hidrofila. Todavia otro ejemplo de una reaccion de oxigeno singlete (til es la reaccién con
olefinas ricas en electrones tales como las descritas en la solicitud de patente publicada europea n.° 0 515 194. Se
describen dos tipos fundamentales de reacciones. Una de ellas es la reaccion “eno”, que desplaza la posicion de un
doble enlace y produce un hidroperéxido. El desplazamiento del doble enlace puede provocar dos grupos
auxocromicos en el precursor de indicador fotoactivo para entrar en conjugacion y producir asi un indicador
fotoactivo fluorescente.

Otros precursores de indicadores fotoactivos reaccionan con oxigeno singlete para formar hidroperéxidos, que
pueden reaccionar internamente con un grupo que puede oxidarse para dar un indicador fotoactivo fluorescente.
Alternativamente, un hidroperéxido formado mediante la reaccién de oxigeno singlete con un precursor de indicador
fotoactivo, tal como 1,3-difenilpropeno, puede servir para oxidar la forma leuco de un colorante que esta presente
como un compuesto auxiliar de modo que se forma un indicador fotoactivo fluorescente. El hidroperoxido también
puede oxigenar un elemento del grupo V en un compuesto auxiliar para provocar que actle como extintor
electrodonador de un grupo fluorescente asociado. El compuesto auxiliar podria tener alternativamente un 4tomo de
selenio o telurio que podria reaccionar con un hidroperoxido para producir un producto intermedio que podria
experimentar eliminacion posterior para formar un indicador fotoactivo fluorescente.

Alternativamente, el precursor de indicador fotoactivo reaccionard lentamente o no reaccionara en absoluto con
oxigeno singlete pero reaccionara con un producto de reaccién de hidroperéxido de oxigeno singlete y una molécula
auxiliar. Por ejemplo, en la siguiente reaccion, el compuesto auxiliar se hace reaccionar con oxigeno singlete para
formar un hidroperoéxido, que entonces se hace reaccionar con un precursor de indicador fotoactivo para formar un
indicador fotoactivo fluorescente.

En cada uno de estos ejemplos, el compuesto auxiliar y el precursor de indicador fotoactivo pueden unirse
covalentemente. En una aparicion de este tipo, la molécula resultante se denomina precursor de indicador fotoactivo.

La estructura del precursor de indicador fotoactivo depende por tanto de la reaccion de oxigeno singlete particular
gue va a emplearse y se disefiara habitualmente para garantizar que cualquier reaccion posterior iniciada mediante
reaccion con oxigeno singlete que se requiera para producir un indicador fotoactivo se realizard de manera
relativamente rapida. Adicionalmente, la estructura del precursor de indicador fotoactivo conducira a la formacion de
un indicador fotoactivo que tiene las longitudes de onda de emisién y absorcidon deseadas, y tiene rendimientos
cuanticos fluorescentes relativamente altos, preferiblemente superiores a 0,1, més preferiblemente superiores a 0,4,
y un alto coeficiente de extincion a la longitud de onda de excitacion deseada, preferiblemente superior a 1000 Mt
cm™, mas preferiblemente superior a 10.000 M™* cm™.

Otras clases de precursores de indicadores fotoactivos también pueden usarse en la presente invencion. Por
ejemplo, compuestos que quimioluminescen en la reaccién con oxigeno singlete se convierten frecuentemente en
productos fluorescentes que pueden servir como indicadores fotoactivos de la presente invencion.

“Indicador fotoactivo” se refiere a una molécula que, tras la absorcioén de luz de longitudes de onda de 250 a 1100
nm, preferiblemente de 300 a 950 nm, emite luz mediante fluorescencia o fosforescencia, preferiblemente mediante
fluorescencia, o transfiere su energia de excitacion a una molécula aceptora que acto seguido emite luz mediante
fluorescencia o fosforescencia. Preferiblemente, el rendimiento cuantico de emisién sera alto, habitualmente de al
menos 0,1, preferiblemente de al menos 0,4, méas preferiblemente superior a 0,7 y el coeficiente de extincion del
maximo de absorcién sera habitualmente superior a 5000 M™* cm™. Los indicadores fotoactivos son normalmente
compuestos fluorescentes, tales como abrillantadores fluorescentes, que normalmente absorben luz entre 300 y 400
nanometros y emiten entre 400 y 500 nandmetros; xantenos tales como rodamina y fluoresceina; cumarinas tales
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como umbeliferona; aminas arométicas tales como dansilo; colorantes de escuarato; benzofuranos; cianinas,
merocianinas, quelatos de tierras raras y similares. Los indicadores fotoactivos que son fosforescentes incluyen
porfirinas, ftalocianinas, compuestos poliaromaticos tales como pireno, antraceno y acenafteno. Los indicadores
fotoactivos también incluyen cromenos. Los indicadores fotoactivos que pueden transferir energia a una molécula
aceptora absorberan habitualmente a de 250 a 550 nm. Tales moléculas aceptoras son luminiscentes y pueden
incluir cualquiera de los indicadores fotoactivos fluorescentes y fosforescentes mencionados anteriormente.

Una discusion mas detallada de precursores de indicadores fotoactivos e indicadores fotoactivos se expone en la
patente estadounidense n.° 5.807.675 (Davalian, et al.).

Aceptor de energia fluorescente - un compuesto quimioluminiscente puede tener un aceptor de energia fluorescente
en las proximidades del mismo. Normalmente, el aceptor de energia fluorescente es un cromdéforo que tiene una
absorcion substancial superior a 310 nm, normalmente superior a 350 nm, y preferiblemente superior a
aproximadamente 400 nm. El ancho de la banda de emision a la mitad de la altura de pico serd habitualmente de
menos de 100 nm, preferiblemente menos de 50 nm, mas preferiblemente, menos de 25 nm. La eleccién del aceptor
de energia fluorescente estara regida principalmente por el agente quimioluminiscente particular y la vida y longitud
de onda de emisién deseadas. El aceptor de energia fluorescente debe poder absorber la luz emitida por el agente
quimioluminiscente. Preferiblemente, el maximo de absorcion del aceptor de energia fluorescente debe ser a una
longitud de onda similar a la emisidbn maxima del agente quimioluminiscente. Se desea un alto coeficiente de
extincion, habitualmente superior a 10, preferiblemente superior a 10°, y particularmente preferido superior a 10%. El
aceptor de energia fluorescente preferiblemente tiene un alto rendimiento cuéntico de fluorescencia, habitualmente
de al menos 0,1, preferiblemente superior a 0,4.

Los aceptores de energia fluorescente preferidos son de longitud de onda larga, preferiblemente emisores
hidréfobos, incluyendo hidrocarburos aromaticos policiclicos tales como antracenos, por ejemplo,
bisfeniletinilantraceno; cumarinas; naftacenos; ftalocianinas; escuarainas, bis-(4-dimetilaminofenil)escuaraina;
porfirinas; poliacetilenos, colorantes de oxazina; quelatos de tierras raras, especialmente, Eu, Tb y Sm, y similares.
En general estos colorantes actlan como aceptores en procedimientos de transferencia de energia y
preferiblemente tienen altos rendimientos cuanticos de fluorescencia y no se reaccionan rapidamente con oxigeno
singlete. Pueden incorporarse en matrices junto con el agente quimioluminiscente. También pueden usarse
colorantes fluorescentes hidréfilos, particularmente colorantes de cianina, xantenos tales como fluoresceina y rojo
Texas y umbeliferonas.

Se describen varias moléculas diferentes utiles como el aceptor de energia fluorescente por Ullman, et al. en las
patentes estadounidenses n.°® 4.261.968, 4.174.384, 4.199.559 y 3.996.345, en las columnas 8y 9.

El aceptor de energia fluorescente puede formarse como resultado de un compuesto que reacciona con oxigeno
singlete para formar un compuesto fluorescente o un compuesto que puede reaccionar con un compuesto auxiliar
gue se convierte inmediatamente en un compuesto fluorescente. El aceptor de energia fluorescente puede
incorporarse como parte de un compuesto que también incluye el agente quimioluminiscente. Por ejemplo, el
aceptor de energia fluorescente puede incluir un quelato metéalico de un metal de tierra rara tal como, por ejemplo,
europio, samario, telurio y similares. Estos materiales son particularmente atractivos debido a su banda marcada de
luminiscencia.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion “asociado con” incluye asociacion a través de union
covalente o no covalente o a través de incorporacion en, tal como incorporacion en una matriz.

Matriz -- un soporte compuesto por un material organico o inorganico, liquido o sélido, insoluble en agua, que puede
ser transparente o parcialmente transparente. El requisito principal de la matriz que tiene un reactivo que es reactivo
incorporado en la misma es que permite la difusiébn de oxigeno singlete en la misma al menos en la ubicacion
proxima del reactivo que es reactivo incorporado. La matriz puede tener cualquiera de varias formas, tales como
particula, incluyendo perla, pelicula, membrana, tubo, pocillo, tira, barra y similares. La superficie de la matriz es,
preferiblemente, hidréfila o que puede volverse hidréfila. El cuerpo de la matriz es, preferiblemente, hidrofobo. La
matriz puede suspenderse en el medio en el que se emplea. Ejemplos de matrices que pueden suspenderse segun
la presente invencion, a modo de ilustracién y no limitacion, son materiales poliméricos tales como latex, bicapas
lipidicas, gotitas de aceite, células e hidrogeles. Otras composiciones de matriz incluyen polimeros, tales como
nitrocelulosa, acetato de celulosa, poli(cloruro de vinilo), poliacrilamida, poliacrilato, polietileno, polipropileno, poli(4-
metilbuteno), poliestireno, polimetacrilato, poli(tereftalato de etileno), nailon, poli(butirato de vinilo), etc.; o bien se
usados por si mismos o bien junto con otros materiales.

La union de los miembros sbp en la matriz puede ser directa o indirecta, covalente o no covalente y puede lograrse
mediante técnicas bien conocidas, cominmente disponibles en la bibliografia. Véase, por ejemplo, “Immobilized
Enzymes,” Ichiro Chibata, Halsted Press, Nueva York (1978) y Cuatrecasas, J. Biol. Chem., 245:3059 (1970).

La superficie de la matriz serd habitualmente polifuncional o podra polifuncionalizarse o podra unirse a un miembro
sbp, o similar, a través de interacciones covalentes o no covalentes especificas 0 no especificas. Tal unién es
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indirecta cuando se usan las interacciones no covalentes y es directa cuando se emplean las interacciones
covalentes. Una amplia variedad de grupos funcionales estan disponibles o pueden incorporarse. Los grupos
funcionales incluyen acidos carboxilicos, aldehidos, grupos amino, grupos ciano, grupos etileno, grupos hidroxilo,
grupos mercapto y similares. La manera de unir una amplia variedad de compuestos a las superficies se conoce
bien y se ilustra ampliamente en la bibliografia (véase anteriormente). La longitud de un grupo de unién en el
oligonucledtido o miembro sbp puede variar ampliamente, dependiendo de la naturaleza del compuesto que esta
uniéndose, el efecto de la distancia entre el compuesto que se esta uniéndose y la superficie sobre las propiedades
de union especifica y similares.

El reactivo que es reactivo puede incorporarse en la matriz o bien durante o bien tras la preparacién de la matriz. El
reactivo que es reactivo se elige habitualmente para disolverse en la matriz pero puede unirse covalentemente a la
matriz. Los reactivos que son reactivos, cuando no se unen covalentemente, son habitualmente hidréfobos para
reducir su capacidad de disociarse de la matriz. En general se elige la composicion de matriz de modo que se
favorezca la asociacion del reactivo que es reactivo con la matriz.

La cantidad de reactivo que es reactivo asociado con o incorporado en la matriz en la composiciones de la invencion
depende de varios factores tales como la naturaleza del reactivo que es reactivo, por ejemplo, agente
quimioluminiscente, aceptor de energia fluorescente, precursor de indicador fotoactivo, etc., y la matriz y el uso
pretendido del reactivo resultante. El reactivo que es reactivo esta presente en la matriz en una cantidad necesaria
para maximizar la sefial producida segun la invencion, es decir, proporcionar la mayor sefial frente al fondo en un
ensayo. Generalmente, la cantidad de reactivo que es reactivo se determina empiricamente y es habitualmente
aproximadamente de desde 10°® hasta 1 M, preferiblemente, desde 10 hasta 10” M, mas preferiblemente, de 10° a
10™ M.

En general, un miembro sbp esta presente en desde aproximadamente el 0,5 hasta aproximadamente el 100, mas
habitualmente desde aproximadamente el 1 hasta aproximadamente el 90, frecuentemente desde aproximadamente
el 5 hasta aproximadamente el 80 y preferiblemente desde aproximadamente el 50 hasta aproximadamente el 100
por ciento en moles de las moléculas presentes en la superficie de la matriz. La cantidad particular de miembro sbp
también depende de varios factores y habitualmente se determina mejor empiricamente.

Particulas — las particulas de al menos aproximadamente 20 nm y no mas de aproximadamente 20 micras,
habitualmente de al menos aproximadamente 40 nm y menos de aproximadamente 10 micras, preferiblemente de
desde aproximadamente 0,10 hasta 2,0 micras de didmetro, normalmente que tienen un volumen de menos de 1
picolitro. La particula puede tener cualquier densidad, pero preferiblemente de un densidad que se aproxima a la del
agua, generalmente de desde aproximadamente 0,7 hasta aproximadamente 1,5 g/ml. Las particulas pueden o no
tener una carga, y cuando estan cargadas, son preferiblemente negativas. Las particulas pueden ser sélidas (por
ejemplo, compuestas por latex o polimeros organicos y inorganicos), gotitas de aceite (por ejemplo, hidrocarburo,
fluorocarburo, fluido de silicona), o vesiculas (por ejemplo, sintéticas tales como fosfolipidos o naturales tales como
células y organulos).

Las particulas sélidas son normalmente polimeros, o bien polimeros de adicién o bien de condensacién, que pueden
dispersarse facilmente en el medio de ensayo. Las particulas sélidas también se adsorberan o podran
funcionalizarse de modo que unan o liguen a su superficie, o bien directa o bien indirectamente, un miembro shp y
se incorpore dentro de su volumen un reactivo que es reactivo.

Las particulas solidas pueden estar compuestas por poliestireno, poliacrilamida, homopolimeros y copolimeros de
derivados de acrilato y metacrilato, particularmente ésteres y amidas, siliconas y similares. Las particulas pueden
unirse o ligarse a un miembro sbp tal como se describié anteriormente.

Gotitas de aceite -- son particulas de fluido inmiscibles en agua compuestas por un compuesto lipéfilo recubierto y
estabilizado con un emulsionante que es una molécula anfifila tal como, por ejemplo, fosfolipidos, esfingomielina,
albimina y similares que existen como una suspensién en una disolucién acuosa, es decir una emulsién. Las
emulsiones que comprende gotitas de aceite pueden prepararse segin procedimientos convencionales combinando
los compuestos lip6filos apropiados con un tensioactivo, anidnico, catiénico o no ionico, en los que el tensioactivo
esté presente en desde aproximadamente el 0,1 hasta el 5, mas habitualmente desde aproximadamente el 0,1 hasta
el 2 por ciento en peso de la mezcla y sometiendo la mezcla en un medio acuoso para la agitacion, tal como
sonicacion o agitacion con vortex. Los compuestos lipéfilos ilustrativos incluyen aceites de hidrocarburo,
halocarburos incluyendo fluorocarburos, ftalatos de alquilo, fosfatos de trialquilo, triglicéridos, etc.

Los miembros sbp, y cuando sea apropiado el reactivo que es reactivo y reactivos sensibilizadores, pueden unirse a
las gotitas de varias maneras. Tal como se describe en Giaever, citado anteriormente, el miembro sbp particular, por
ejemplo, un miembro sbp proteico, puede recubrirse sobre las gotitas introduciendo un exceso del miembro sbp en el
medio acuoso antes o después de la etapa de emulsionamiento. Son deseables etapas de lavado para eliminar el
miembro sbp en exceso. La funcionalizacion del aceite introduce funcionalidades descritas anteriormente para unirse
a los miembros sbp.
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Un reactivo sensibilizador o un reactivo que es reactivo puede elegirse que sea soluble en la fase aceitosa de la
gotita de aceite. Cuando el aceite es un fluorocarburo, un reactivo sensibilizador fluorado o un reactivo que es
reactivo es a menudo mas soluble que la derivacion no fluorada correspondiente.

Liposomas -- microvesiculas compuestas por una 0 mas bicapas lipidicas que tienen forma aproximadamente
esférica y uno de los materiales preferidos para su uso en la presente invencion. Los liposomas tienen un diametro
gue es al menos de aproximadamente 20 nm y no mas de aproximadamente 20 micras, habitualmente de al menos
aproximadamente 40 nm y menos de aproximadamente 10 micras. Preferiblemente, el didmetro de los liposomas
serd de menos de aproximadamente dos micras de modo que limite la sedimentacion o la flotacion.

Los fosfolipidos empleados en la preparaciéon de particulas que pueden utilizarse en la presente invenciéon pueden
ser cualquier fosfolipido o mezcla de fosfolipidos que se encuentra en membranas naturales incluyendo lecitina, o
diésteres de fosfato de glicerilo sintéticos de acidos grasos lineales de 12 carbonos o 24 carbonos saturados o
insaturados en los que el fosfato puede estar presente como un monoéster, 0 como un éster de un alcohol polar tal
como etanolamina, colina, inositol, serina, glicerol y similares. Particularmente, los fosfolipidos preferidos incluyen L-
a-patmitoil-oleoil-fosfatidilcolina (POPC), palmitoil-oleoilfosfatidil-glicerol (POPG), L-a-dioleoilfosfatidilglicerol, L-
o(dioleoil)-fosfatidil-etanolamina (DOPE) y L-a-(dioleoil)-fosfatidil-(4-(N-maleimidometil)-ciclohexano-1-
carboxiamido)etanol (DOPE-MCC).

Para su uso en la presente invencion los liposomas deben poder unirse a un miembro sbp y poder tener un reactivo
sensibilizador o reactivo que es reactivo asociado con o bien la fase acuosa o bien la fase no acuosa.

Los liposomas pueden producirse mediante una variedad de métodos incluyendo hidratacion y dispersiéon mecéanica
de fosfolipido o sustituto de fosfolipido secado en una disolucidon acuosa. Los liposomas preparados de esta manera
tienen una variedad de dimensiones, composiciones y comportamientos. Un método de reduccion de la
heterogeneidad y discrepancia de comportamiento de liposomas mecanicamente dispersos es mediante sonicacion.
Un método de este tipo reduce el tamafio de liposoma promedio. Alternativamente, puede usarse extrusion como
una etapa final durante la produccion de los liposomas. La patente estadounidense 4.529.561 da a conocer un
método de extrusién de liposomas bajo presion a través de una membrana de tamafio de poro uniforme para
mejorar la uniformidad de tamafio.

La preparacion de liposomas que contienen un reactivo sensibilizador o un reactivo que es reactivo disuelto en la
bicapa lipidica puede llevarse a cabo en una variedad de métodos, incluyendo un método descrito por Olson, et al.,
Biochimica et Biophysica Acta, 557, 1979, 9-23.

Particulas de latex -- “Latex” significa un material polimérico particulado insoluble en agua, que puede suspenderse
en agua que tiene habitualmente dimensiones de particula de 20 nm a 20 mm, més preferiblemente de 100 a 1000
nm de diametro. El latex es frecuentemente un polietileno sustituido tal como poliestireno-butadieno, poliacrilamida-
poliestireno, poliestireno con grupos amino, acido poli(acido acrilico), poli(acido metacrilico), acrilonitrilo-butadieno,
copolimeros de estireno, poli(acetato-acrilato de vinilo), polivinilpiridina, copolimeros de acritalo-cloruro de vinilo y
similares. Se prefieren polimeros no reticulados de estireno y estireno carboxilado o estireno funcionalizado con
otros grupos activos tales como amino, hidroxilo, halégeno y similares. Frecuentemente, se usaran los copolimeros
de estirenos sustituidos con dienos tales como butadieno.

La asociacion del reactivo sensibilizador o reactivo que es reactivo con particulas de latex utilizada en la presente
invencién puede implicar la incorporacion durante la formacion de las particulas mediante polimerizacién pero
implicara habitualmente la incorporacion en particulas formadas previamente, habitualmente mediante disolucion no
covalente en las particulas. Habitualmente, se empleara una disolucion del reactivo.

Un miembro sbp o miembro del reactivo marcador puede adsorberse fisicamente sobre la superficie de la particula
de latex o puede unirse o ligarse covalentemente a la particula de manera similar a la tratada anteriormente con
respecto a las matrices.

Miembro de un par de union especifica (“miembro sbp”) -- una de dos moléculas diferentes, que tienen una zona en
la superficie 0 en una cavidad que se une especificamente a y se define de ese modo como complementaria con
una organizacion polar y espacial particular de la otra molécula. Los miembros del par de unién especifica se
denominan ligando y receptor (anti-ligando). Estos seran habitualmente miembros de un par inmunolégico tal como
antigeno-anticuerpo, aunque otros pares de union especifica tales como biotina-avidina, hormonas-receptores de
hormonas, duplex de acido nucleico, IgG-proteina A, pares de polinuclettidos tales como ADN-ADN, ADN-ARN y
similares no son pares inmunolégicos pero estan incluidos en la invencion y la definicion del miembro sbp.

Polinucleétido - un compuesto o composicién que es un nucleétido polimérico que tiene en el estado natural
aproximadamente de 50 a 500.000 o mas nucleétidos y que tiene en el estado aislado aproximadamente de 15 a
50.000 o mas nucleétidos, habitualmente de aproximadamente 15 a 20.000 nucleétidos, mas frecuentemente de 15
a 10.000 nucledtidos. El polinucleétido incluye &cidos nucleicos de cualquier fuente en forma purificada o no
purificada, que se producen de manera natural o de manera sintética, incluyendo ADN (ADNbc y ADNmc) y ARN,
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habitualmente ADN, y puede ser ARN-t, ARN-m, ARN-r, ARN y ADN mitocondrial, ARN y ADN de cloroplasto,
hibridos de ADN-ARN, o mezclas de los mismos, genes, cromosomas, plasmidos, los genomas de material biolégico
tales como microorganismos, por ejemplo, bacterias, levaduras, virus, viroides, mohos, hongos, plantas, animales,
seres humanos, y fragmentos de los mismos y similares.

Ligando - cualquier compuesto organico para el que existe de manera natural un receptor o puede prepararse.

Anélogo de ligando — un ligando modificado, un radical organico o analogo de analito, habitualmente de un peso
molecular superior a 100, que puede competir con el andlogo de ligando por un receptor, proporcionando la
modificacién medios para unir un analogo de ligando a otra molécula. El analogo de ligando diferira habitualmente
del ligando en mas que la sustitucién de un hidrégeno por un enlace que une el analogo de ligando a un centro o un
marcador, pero no es necesario. El analogo de ligando puede unirse al receptor de manera similar al ligando. El
anélogo puede ser, por ejemplo, un anticuerpo dirigido contra el idiotipo de un anticuerpo contra el ligando.

Receptor (“anti-ligando”) - cualquier compuesto 0 composicion que puede reconocer una organizacion polar y
espacial particular de una molécula, por ejemplo, un sitio epitépico o determinante. Los receptores ilustrativos
incluyen los receptores que se producen de manera natural, por ejemplo, globulina que se une a tiroxina,
anticuerpos, enzimas, fragmentos Fab, lectinas, &cidos nucleicos, proteina A, componente del complemento Clq y
similares.

Unién especifica — el reconocimiento especifico de una de dos moléculas diferentes para la otra en comparacion con
el reconocimiento sustancialmente menor de otras moléculas. Generalmente, las moléculas tienen zonas en sus
superficies o en cavidades que dan lugar al reconocimiento especifico entre las dos moléculas. Ejemplos de la unién
especifica son las interacciones anticuerpo-antigeno, interacciones enzima-sustrato, interacciones de polinucleétidos
etcétera.

Unién no especifica — la unidbn no covalente entre las moléculas que es relativamente independiente de las
estructuras de superficie especificas. La union no especifica puede resultar de diversos factores incluyendo
interacciones hidrofobas entre moléculas.

Anticuerpo - una inmunoglobulina que se une especificamente a y se define de este modo como complementaria
con una organizacion polar y espacial particular de otra molécula. El anticuerpo puede ser monoclonal o policlonal y
puede prepararse mediante técnicas que se conocen bien en la técnica tales como inmunizacion de un huésped y
recogida de sueros (policlonales) o preparando lineas celulares hibridas continuas y recogiendo la proteina
secretada (monoclonal), o clonado y expresando secuencias de nucleétidos o versiones mutagenizadas de las
mismas que codifican al menos para las secuencias de aminoacidos requeridas para la unién especifica de
anticuerpos naturales. Los anticuerpos pueden incluir una inmunoglobulina completa o fragmento de la misma,
incluyendo las inmunoglobulinas las diversas clases e isotipos, tales como IgA, IgD, IgE, 1gG1, IgG2a, 1gG2b y 1gG3,
IgM, etc. Los fragmentos de las mismas pueden incluir Fab, Fv y F(ab’),, Fab’ y similares. Ademas, pueden usarse
agregados, polimeros y conjugados de inmunoglobulinas o sus fragmentos cuando sea apropiado siempre que se
mantenga la afinidad de unién para una molécula particular.

Substituido - significa que un atomo de hidrégeno de una molécula se ha sustituido por otro &tomo, que puede ser un
Unico atomo tal como un halégeno, etc., o parte de un grupo de atomos que forman una funcionalidad tal como un
sustituyente que tiene desde 1 hasta 50 atomos (distintos de los atomos de hidrégeno requeridos, necesarios para
satisfacer las valencias de tales 4tomos), seleccionandose los atomos independientemente del grupo que consiste
en carbono, oxigeno, nitrégeno, azufre, halégeno (cloro, bromo, yodo, fltor) y fésforo, y que pueden estar unidos o
no a uno o mas atomos de metal.

Grupo electrodonador - un sustituyente que, cuando se une a una molécula, puede polarizar la molécula de modo
gue el grupo electrodonador se convierta en pobre en electrones y se cargue positivamente con respecto a la otra
parte de la molécula, es decir, tiene densidad electrénica reducida. Tales grupos incluyen, a modo de ilustracién y no
de limitacion, aminas, éteres, tioéteres, fosfinas, hidroxilo, oxianiones, mercaptanos y sus aniones, sulfuros, etc.

Un sustituyente que tiene desde 1 hasta 50 atomos (distintos de los atomos de hidrégeno requeridos, necesarios
para satisfacer las valencias de tales atomos), seleccionandose los atomos independientemente del grupo que
consiste en carbono, oxigeno, nitrégeno, azufre, halégeno y fésforo -- un radical organico; el radical organico tiene
de 1 a 50 &tomos distintos del nimero requerido de &tomos de hidrogeno necesarios para satisfacer las valencias de
los atomos en el radical. Generalmente, el &tomo predominante es carbono (C) pero también puede ser oxigeno (O),
nitrégeno (N), azufre (S), fésforo (P), en los que el O, N, S, o P, si estan presentes, se unen al carbono 0 uno o mas
entre si 0 al hidrégeno o un atomo de metal para formar diversos grupos funcionales, tales como, por ejemplo,
grupos carboxilo (acidos carboxilicos), grupos hidroxilo (alcoholes), grupos mercapto (tioles), carboxamidas,
carbamatos, ésteres de Aacidos carboxilicos, acidos sulfénicos, ésteres de acidos sulfénicos, acidos fosféricos,
ésteres de acidos fosforicos, ureas, carbamatos, fosforamidas, sulfonamidas, éteres, sulfuros, tioéteres, olefinas,
acetilenos, aminas, cetonas, aldehidos y nitrilos, y alquilo, alquilidino, arilo, aralquilo, y alquilo, arilo, y aralquilo
sustituidos con uno o méas de los grupos funcionales mencionados anteriormente, por ejemplo, fenilo, naftilo,
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fenantrilo, m-metoxifenilo, dimetilamino, tritilo, metoxilo, N-morfolino y pueden tomarse en conjunto para formar un
anillo tal como, por ejemplo, adamantilo, N-metilacridanilida, xantanilidina, 1-(3,4-benzo-5-hidrofurilideno) y similares.

Grupo de union - un grupo implicado en el enlace covalente entre moléculas. El grupo de unién variara dependiendo
de la naturaleza de las moléculas, es decir, el sensibilizador, reactivo que es reactivo, matriz, miembro sbp o
molécula asociada con, o parte de, una particula que esta uniéndose. Se emplearan los grupos funcionales que
normalmente estan presentes o se introducen en una matriz 0 un miembro sbp para unir estos materiales.

Para la mayor parte, las funcionalidades de carbonilo encontrardn uso, tanto oxocarbonilo, por ejemplo, aldehido,
como no oxocarbonilo (incluyendo analogos de nitrégeno y azufre) por ejemplo, carboxilo, amidina, amidato,
tiocarboxilo y tionocarboxilo.

Las funcionalidades alternativas de oxo incluyen halégeno activo, diazo, mercapto, olefina, particularmente olefina
activada, amino, fésforo y similares. Puede encontrarse una descripcion de grupos de unién en la patente
estadounidense n.° 3.817.837.

Los grupos de union pueden variar desde un enlace a una cadena de desde 1 hasta 100 atomos, habitualmente
desde aproximadamente 1 hasta 70 &tomos, preferiblemente de 1 a 50 atomos mas preferiblemente de 1 a 20
atomos, cada uno seleccionado independientemente del grupo que consiste normalmente en carbono, oxigeno,
azufre, nitrégeno, halégeno y fésforo. El nimero de heteroatomos en los grupos de union normalmente oscilara
entre aproximadamente 0 y 20, habitualmente entre aproximadamente 1y 15, mas preferiblemente entre 2 y 6. Los
atomos en la cadena pueden sustituirse por atomos distintos de hidrogeno de manera similar a la descrita
anteriormente para el sustituyente que tiene desde 1 hasta 50 atomos. Como regla general, la longitud de un grupo
de uni6n particular puede seleccionarse arbitrariamente para proporcionar conveniencia de sintesis y la
incorporacion de cualquier grupo deseado tal como un aceptor de energia, fluoréforo, grupo para andlisis de cruce
entre sistemas tal como un atomo pesado y similares. Los grupos de unidn pueden ser alifaticos o arométicos,
aunque con los grupos diazo, los grupos aromaticos habitualmente estaran implicados.

Cuando estan presentes heterodtomos, el oxigeno estara presente normalmente como oxo u oxi, unido a carbono,
azufre, nitrogeno o fésforo, el nitrdgeno estara presente normalmente como nitro, nitroso o amino, normalmente
unido a carbono, oxigeno, azufre o fésforo; el azufre seria analogo al oxigeno; mientras que el fésforo estara unido
al carbono, azufre, oxigeno o nitrégeno, habitualmente como fosfonato y mono- o diéster de fosfato.

Funcionalidades comunes en la formacion de un enlace covalente entre el grupo de unién y la molécula que va a
conjugarse son alquilamina, amidina, tioamida, éter, urea, tiourea, guanidina, azo, tioéter y carboxilato, sulfonato y
ésteres de fosfato, amidas y tioésteres.

Para la mayor parte, cuando un grupo de unién tendra un grupo no oxocarbonilo incluyendo analogos de nitrogeno y
azufre, un grupo fosfato, un grupo amino, agente alquilante tal como halégeno o tosilalquilo, oxi (hidroxilo o el
analogo de azufre, mercapto) oxocarbonilo (por ejemplo, aldehido o cetona), o olefina activa tal como un vinilsulfona
0 éster a-, B-insaturado. Estas funcionalidades se unirdn a los grupos amina, grupos carboxilo, olefinas activas,
agente alquilantes, por ejemplo, bromoacetilo. Cuando se unen una amina y un acido carboxilico o su derivado de
nitrégeno o acido fosférico, se formaran amidas, amidinas y fosforamidas. Cuando se unen mercaptano y olefina
activada, se formaran tioéteres. Cuando se unen un mercaptano y un agente alquilante, se formaran tioéteres.
Cuando se unen aldehido y una amina en condiciones reductoras, se formara una alquilamina. Cuando se unen un
acido carboxilico o acido de fosfato y un alcohol, se formaran ésteres.

Un grupo o funcionalidad que confiere hidrofilicidad o solubilidad en agua - es una funcionalidad hidréfila, que
aumenta la humectabilidad de los sélidos con agua y la solubilidad en agua de compuestos a los que se une. Tal
grupo funcional o funcionalidad puede ser un sustituyente que tiene de 1 a 50 0 mas atomos y puede incluir un grupo
gue tiene un sulfonato, sulfato, fosfato, amidina, fosfonato, carboxilato, hidroxilo particularmente polioles, amina,
éter, amida y similares. Los grupos funcionales ilustrativos son carboxialquilo, sulfonoxialquilo, CONHOCH,COOH,
CO-(glucosamina), azucares, dextrano, ciclodextrina, SO,NHCH,COOH, SO3;H, CONHCH,CH,SOzH, PO3H,,
OPO3Hy, hidroxilo, carboxilo, cetona, y combinaciones de los mismos. La mayoria de las funcionalidades anteriores
también pueden utilizarse como grupos de unién, que permiten la uniébn de un miembro sbp o similar a una
composicion particulada que comprende el marcador.

Un grupo o una funcionalidad que confiere lipofilicidad o solubilidad lipidica - es una funcionalidad lipéfila, que
disminuye la humectabilidad de superficies por el agua y la solubilidad en agua de compuestos a los que se une. Tal
grupo funcional o funcionalidad puede contener de 1 a 50 o méas &atomos, habitualmente dtomos de carbono
sustituidos con hidrégeno o halégeno y puede incluir alquilo, alquilideno, arilo y aralquilo. La funcionalidad o grupo
lipdfilo tendra normalmente de uno a seis grupos alifaticos de cadena lineal o ramificada de al menos 6 atomos de
carbono, mas habitualmente al menos 10 atomos de carbono, y preferiblemente al menos 12 atomos de carbono,
habitualmente no mas de 30 atomos de carbono. El grupo alifatico puede unirse a anillos de desde 5 hasta 6
miembros, que pueden ser aliciclicos, heterociclicos o aromaticos. Los grupos lipéfilos pueden unirse a un marcador
u otra sustancia para aumentar su solubilidad en una matriz no acuosa.
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Materiales auxiliares - Diversos materiales auxiliares se emplearan frecuentemente en un ensayo segun la presente
invencién. Por ejemplo, normalmente estaran presentes tampones en el medio de ensayo, asi como estabilizadores
para el medio de ensayo y los componentes de ensayo. Frecuentemente, ademas de estos aditivos, pueden
incluirse proteinas, tales como albiminas; disolventes organicos tales como formamida; sales de amonio
cuaternario; polianiones tales como sulfato de dextrano; tensioactivos, particularmente tensioactivos no ionicos;
potenciadores de union, por ejemplo, polialquilenglicoles; o similares.

Total o parcialmente de manera secuencial — cuando se combinan la muestra y diversos agentes utilizados en la
presente invencion de manera distinta a la concomitante (simultdnea), uno o mas puede(n) combinarse con uno o
mas de los agentes restantes para formar una subcombinacion. Entonces cada subcombinacién puede someterse a
una 0 mas etapas del presente método. Por tanto, cada una de las subcombinaciones puede incubarse en
condiciones para lograr uno o mas de los resultados deseados.

Tal como se menciond anteriormente, el presente método se refiere a la determinacion de la presencia o las
cantidades relativas de mas de dos componentes en un medio. Se proporciona una combinaciéon que comprende un
medio que se sospecha que contiene los componentes y al menos dos reactivos sensibilizadores y al menos dos
reactivos que son reactivos que pueden reaccionar con el producto del reactivo sensibilizador activado. El reactivo
sensibilizador puede generar oxigeno singlete. La interaccion de cada uno de los reactivos sensibilizadores con un
reactivo que es reactivo se corresponde con, y permite de ese modo la deteccién de, cada componente respectivo.
Los reactivos sensibilizadores se activan diferencialmente y se mide la cantidad de sefial para cada interaccion
particular. La cantidad de sefial se refiere a la cantidad de cada uno de los componentes en el medio. Los reactivos
que son reactivos pueden asociarse con una matriz que esté incorporandose en ese documento o unirse a la misma.
Ademas, los reactivos sensibilizadores pueden asociarse con una matriz incorporandose en la misma o uniéndose a
la misma. Un reactivo sensibilizador y un reactivo que es reactivo pueden asociarse con la misma matriz de manera
similar a la tratada en la patente estadounidense n.° 5.709.994, citada anteriormente.

El ensayo se lleva a cabo habitualmente en un medio tamponado acuoso a un pH moderado, generalmente el que
proporciona una sensibilidad de ensayo 6ptima. El medio acuoso puede ser solamente agua o puede incluir desde el
0,01 hasta el 80 por ciento o méas en volumen de un codisolvente. El pH para el medio habitualmente estara en el
intervalo de aproximadamente 4 a 13, mas habitualmente en el intervalo de aproximadamente 5 a 10, y
preferiblemente en el intervalo de aproximadamente 6,5 a 9,5. El pH se selecciona generalmente para lograr
especificidad y sensibilidad de ensayo 6ptimas. Entre los factores que deben considerarse estan la dependencia con
el pH de las velocidades de las reacciones implicadas, la unidn de los miembros de unién y la minimizacion de la
union no especifica, etcétera.

Pueden usarse diversos tampones para lograr el pH deseado y mantener el pH durante la determinacion. Los
tampones ilustrativos incluyen borato, fosfato, carbonato, tris, barbital y similares. ElI tamp6n particular empleado no
es critico para esta invencion, pero en un ensayo individual puede preferirse uno u otro tampén.

Normalmente se emplean temperaturas moderadas para llevar a cabo el ensayo y habitualmente temperatura
constante, preferiblemente, temperatura ambiente, durante el periodo de la medicidon. Las temperaturas de
incubacién normalmente oscilaran entre aproximadamente 5° y 99°C, habitualmente entre aproximadamente 15° y
70°C, mas habitualmente entre 20 y 45°C. Las temperaturas durante las mediciones generalmente oscilaran entre
aproximadamente 10° y 70°C, mas habitualmente entre aproximadamente 20° y 45°C, mas habitualmente entre 20°y
25°C.

En algunos ejemplos, un reactivo que es reactivo activado, por ejemplo, un agente quimioluminiscente activado,
puede requerir calentamiento hasta 100°C con el fin de que se descomponga para producir luminiscencia debido a
gue el producto de su reaccion es relativamente estable a temperaturas ambientales. Pueden formarse dioxetanos
relativamente estables, por ejemplo, mediante la reaccion de oxigeno singlete con adamantilidenos y pueden
formarse endoperoxidos relativamente estables mediante la reaccibn de oxigeno singlete con antracenos y
naftalenos 1,4-disustituidos (véase, por ejemplo, N.J. Turro, Modern Molecular Photochemistry (1978) Benjamin
Cummings Publishing Co. pagina 594). En ambas circunstancias anteriores, los materiales estables experimentaran
descomposicion tras el calentamiento, habitualmente, a una temperatura de menos de 200°C, preferiblemente de
aproximadamente 50 a 100°C. Tal calentamiento provoca la rapida descomposicion del aducto de oxigeno
singlete/olefina y, por tanto, la emisidon de luz se produce a lo largo de un corto periodo de tiempo. El uso de este
enfoque puede desearse cuando las sefiales separadas de diferentes agentes quimioluminiscentes son dificiles de
resolver por completo mediante la vida y la longitud de onda.

La concentracidon de componentes que va a detectarse generalmente variard desde aproximadamente 10 hasta 10
"M, mas habitualmente desde aproximadamente 10 hasta 10™* M. Las consideraciones, tales como si el ensayo
es cualitativo, semicuantitativo o cuantitativo, la técnica de deteccion particular y la naturaleza y la concentracion de
los componentes de interés normalmente determinaran las concentraciones de los diversos reactivos.

Aunque las concentraciones de los diversos reactivos en el medio de ensayo generalmente se determinaran
mediante el intervalo de concentracion de interés de los componentes que van a detectarse, la concentracion final
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de cada uno de los reactivos normalmente se determinara empiricamente para optimizar la sensibilidad del ensayo a
lo largo del intervalo. Es decir, una variacidon en concentracion de los componentes que van a detectarse que es de
significacion debe proporcionar una diferencia de sefial que puede medirse de manera precisa.

Tal como se menciond anteriormente, uno o ambos los reactivos sensibilizadores y reactivos que son reactivos
pueden comprender una matriz, preferiblemente en forma de particulas, con las que el sensibilizador o reactivo que
es reactivo es, o el sensibilizador y el reactivo que es reactivo estan asociados. En esta realizacion, la matriz tiene el
sensibilizador o reactivo que es reactivo o ambos incorporados en la misma y/o unidos a su superficie. La cantidad
del sensibilizador o reactivo que es reactivo asociado con la matriz es habitualmente de aproximadamente el 20%
del peso de la matriz, mas habitualmente de aproximadamente el 0,01 a aproximadamente el 20% del peso de la
matriz. Cuando se emplean uno 0 mas aceptores de energia fluorescente junto con el reactivo que es reactivo, el
aceptor de energia fluorescente es habitualmente aproximadamente de 107 a aproximadamente 10" M,
preferiblemente de aproximadamente 10°a aproximadamente 1072 M.

Aunque el orden de adicion puede variarse ampliamente, existirdn determinadas preferencias dependiendo de la
naturaleza del ensayo. El orden de adicion mas sencillo es afiadir los materiales simultdneamente. Alternativamente,
los reactivos pueden combinare total o parcialmente de manera secuencial. Una o0 mas etapas de incubacion pueden
estar implicadas después de que se combinen los reactivos, generalmente que oscilan entre aproximadamente 5
segundos y aproximadamente 24 horas, habitualmente, entre 30 segundos y 6 horas, mas habitualmente entre
aproximadamente 2 minutos y 1 hora.

El control principal de la activacion diferencial en el presente método se refiere a la naturaleza del sensibilizador. Los
sensibilizadores activados por luz generalmente se eligen basandose en la longitud de onda de activacion. Las
caracteristicas estructurales que contribuyen a la diferente longitud de onda de activacion incluyen grupos
electrodonadores y/o electroatractores, el grado de conjugacién dentro de la molécula, la planaridad de la molécula,
deformacion de enlace, ligandos de metal, presencia de heteroatomos en la molécula, etcétera. Otras caracteristicas
que contribuyen a la diferente longitud de onda de activacién incluyen pH, polaridad de disolvente, complejos
moleculares y transferencia de energia desde, por ejemplo, un fluoréforo. Cuando se usa el mecanismo de
transferencia de energia, puede elegirse el mismo componente sensibilizador junto con diversos fluoroforos para la
modulacion de la longitud de onda de iluminacion para la fotoactivacion. Esto permitird aumentar la multiplexacion.
La eficiencia de la generacion de oxigeno singlete también es un factor en la eleccion de un sensibilizador.

Para los sensibilizadores activados por luz, se irradia el medio con luz para activar el sensibilizador. La irradiacion
generalmente se lleva a cabo por medio de una lampara incandescente tal como haldégena de cuarzo o halégena de
mercurio, diodos emisores de luz, laseres de estado sélido y gas. Se trataron anteriormente las longitudes de onda
de activacion.

Se eligen los sensibilizadores quimioactivados basandose en el tiempo de activacion, que a su vez se refiere al tipo
de activacion. Los sensibilizadores quimioactivados incluyen compuestos que tienen un enlace quimicamente labil a
un resto, lo que impide que el compuesto realice su funcion como sensibilizador. Un enlace labil de este tipo puede
ser un resto tal como, por ejemplo, un éster, amida, acetal y similares. EI compuesto se quimioactiva mediante el
tratamiento con un producto quimico tal como, por ejemplo, un acido o una base, que destruye el enlace labil y hace
gue el compuesto pueda prepararse como un sensibilizador en la presente invencién. Para los sensibilizadores
guimioactivados, el medio se trata generalmente con el reactivo quimico apropiado para activar el sensibilizador.
Habitualmente, esto implica afiadir el reactivo quimico al medio.

La activacion enzimatica de una molécula también esta incluida dentro del alcance de la presente invencion. La
eliminacion de un grupo mediante una enzima puede activar un compuesto para convertirse en un fotosensibilizador.
Los grupos de enmascaramiento/proteccion fotolabiles también pueden ser (tiles. El uso de multiples grupos
fotolabiles junto con un Unico grupo sensibilizador aumenta la capacidad de multiplexacion.

Tal como se menciond anteriormente, los diferentes sensibilizadores pueden usarse junto con diferentes reactivos
gue son reactivos para lograr multiplexacion adicional. Los compuestos quimioluminiscentes se diferencian
basandose en la longitud de onda de emision y/o velocidad de descomposicion. Otro factor que permite el control del
tiempo hasta la luminiscencia es la composicién de la matriz tal como la particula. En general, cuando la matriz esta
compuesta por un material no polar en el que se disuelve el agente quimioluminiscente, se aumentan los tiempos de
descomposicion en relacion a los materiales polares. Otro factor que puede usarse para controlar la velocidad de
luminiscencia es la temperatura. En general, aumentando la temperatura disminuird el tiempo de descomposicion.

La naturaleza del compuesto generador de sefiales, el agente quimioluminiscente determina la manera de medir la
sefial. La luz producida en el método puede medirse de manera visual, fotografica, actinométrica,
espectrofotométrica o0 mediante cualquier otro medio conveniente para determinar la cantidad de la misma, que esta
relacionada con la cantidad de cada componente en el medio. La luz emitida puede medirse aunque el reactivo
productor de sefiales esté en contacto con el medio de ensayo, por ejemplo, por medio de un luminémetro o un
material fotosensible.
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Una aplicacion particular de los métodos de la invencién es un método para determinar la presencia o las cantidades
relativas de mas de dos analitos, siendo cada uno de ellos un miembro de un par de unién especifica (sbp). Se
proporciona una combinacion que comprende un medio que se sospecha que contiene mas de dos analitos, una
pluralidad de fotosensibilizadores y mudltiples reactivos que son reactivos. El nimero de combinaciones de
fotosensibilizadores y reactivos que son reactivos son suficientes para diferenciar cada uno de los analitos en el
medio. Por ejemplo, puede usarse un fotosensibilizador diferente para cada analito junto con mdltiples agentes
guimioluminiscentes. Por otro lado, el nimero de fotosensibilizadores puede ser menor que el nimero total de
analitos que van a diferenciarse. En este caso, pueden usarse multiples agentes quimioluminiscentes en los que
estos agentes pueden distinguirse mediante longitud de onda de emision y/o velocidad de descomposicion. Cada
reactivo fotosensibilizador comprende un primer miembro sbp unido a una particula con la que el fotosensibilizador
esta asociado. Cada primer miembro sbp puede unirse al analito o a un segundo miembro sbp para formar un
complejo relacionado con la cantidad del analito respectivo. La combinacién se incuba en un medio en condiciones
suficientes para permitir que los miembros sbp se unan a los analitos o a los segundos miembros sbp respectivos. El
medio se irradia diferencialmente con luz. Se detecta la cantidad de emisién luminiscente generada por cada uno de
los reactivos que son reactivos en un tiempo tras la irradiacion correspondiente a la irradiacion de un
fotosensibilizador particular. Puesto que se emplean multiples reactivos que son reactivos, también se proporciona la
consideracion respecto a la longitud de onda de emisién y el tiempo de emisién a partir de los reactivos que son
reactivos respectivos. Entonces se relaciona la cantidad de cada emision luminiscente medida con la cantidad de
cada analito en el medio.

En una realizacion alternativa en un método para determinar la presencia o las cantidades relativas de méas de dos
analitos, siendo cada uno de ellos un miembro de un par de unién especifica (sbp), se proporciona una combinacion
que comprende un medio que se sospecha que contiene una pluralidad de analitos, una pluralidad de
fotosensibilizadores y mudiltiples reactivos que son reactivos. Tal como se mencioné anteriormente, el nimero de
combinaciones de fotosensibilizadores y reactivos que son reactivos son suficientes para diferenciar cada uno de los
analitos en el medio. Cada reactivo comprende un primer miembro sbp unido a una particula con la que el
fotosensibilizador y el reactivo que es reactivo estan asociados. Cada miembro sbp puede unirse al analito o a un
segundo miembro sbp para formar un complejo relacionado con la cantidad del analito respectivo. Se incuba la
combinacion en un medio en condiciones suficientes para permitir que los miembros sbp se unan a los analitos o a
los segundos miembros sbp respectivos. Se separan los reactivos no unidos de los reactivos que estan unidos a los
analitos respectivos. Esto puede realizarse mediante técnicas convencionales tales como el uso de un soporte al
qgue se une un reactivo de unioén, que se une a todos los analitos en el medio que se unen mediante reactivos de
particula respectivos. Tras la separacion de los reactivos no unidos del soporte tal como mediante lavado, los
reactivos unidos se irradian diferencialmente con luz. Se detecta la cantidad de emision luminiscente generada por
cada uno de los reactivos que son reactivos a un tiempo tras la irradiacion correspondiente a la irradiacion de un
fotosensibilizador particular. Puesto que se emplean mltiples reactivos que son reactivos, también se proporciona la
consideracion respecto a la longitud de onda de emision y el tiempo de emision de los reactivos que son reactivos
respectivos. Entonces se relaciona la cantidad de cada emision luminiscente medida con la cantidad de cada analito
en el medio. En este enfoque, el reactivo sensibilizador combinado con un reactivo que es reactivo en la misma
matriz funciona meramente como generador de sefiales.

El método de la invencién puede adaptarse a la mayoria de los ensayos que implican miembros sbp tales como
ligando-receptor, por ejemplo, reacciones antigeno-anticuerpo, ensayos de union de polinucledtidos, etcétera. Los
ensayos habitualmente son homogéneos o heterogéneos, preferiblemente homogéneos, incluyendo competitivos e
intercalados (“sandwich”). En un ensayo de unién especifica, puede pretratarse la muestra, si es necesario, para
eliminar los materiales no deseados o para hacer que el analito sea detectable.

Tal como se menciond anteriormente, el primer miembro sbp anterior puede unirse al analito o a un segundo
miembro sbp que puede unirse al analito. Cuando el segundo miembro sbp también puede unirse al analito, puede
dar como resultado un protocolo de ensayo intercalado. La reaccion inmunoldgica para un ensayo de tipo intercalado
habitualmente implica un miembro sbp, por ejemplo, un anticuerpo, que es complementario al analito, un segundo
miembro sbp, por ejemplo, anticuerpo, que también es complementario al analito y unirse a la matriz particulada y la
muestra de interés.

Uno de los miembros sbp puede ser alternativamente analogo al analito, en cuyo caso puede dar como resultado un
protocolo de ensayo competitivo. La reaccién inmunoldgica para un protocolo competitivo habitualmente implica un
miembro sbp que es complementario al analito y un miembro sbp que es analogo a, habitualmente un derivado del
analito. Uno de estos miembros sbp se asociara con la matriz.

En un tipo de ensayo, se combinan y se incuban una muestra que se sospecha que contiene un analito, que es un
miembro sbp, y los otros reactivos del ensayo. Entonces se irradia el medio a longitudes de onda apropiadas
correspondientes al nimero de fotosensibilizadores empleados. El medio se examina diferencialmente para detectar
la presencia de emision, habitualmente midiendo la cantidad de luz emitida, que estéa relacionada con la cantidad de
cada analito en la muestra. Esto enfoque es un ensayo homogéneo en el que no se emplea una etapa de
separacion. Alternativamente, puede usarse una matriz particulada o no particulada, que, tras combinar los reactivos
del ensayo y incubar, puede separarse de la fase liquida, y entonces puede irradiarse diferencialmente o bien la fase
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sélida o bien la fase liquida y examinarse diferencialmente para detectar la presencia de emision.

Otro ejemplo de un protocolo de ensayo se describe a continuacién a modo de ejemplo y no de limitacién. Un
compuesto quimioluminiscente se asocia con una particula, que se une a un reactivo de unién especifica (por
ejemplo: anticuerpo, oligonucledétido, receptor, etc.) que es complementario al analito. Una particula sensibilizadora
se une a un segundo reactivo de unién especifica que es complementario al analito. Existe un reactivo de particula
sensibilizadora para cada analito separado. En un formato de ensayo intercalado, el analito lleva tanto la particula
sensibilizador como la particula del agente quimioluminiscente en estrecha proximidad. La activacién de las
particulas sensibilizadoras con luz da como resultado la formacion de oxigeno singlete, que se canaliza en el
reactivo marcador de particula. Habitualmente, se activan diferencialmente los reactivos sensibilizadores y se
detecta y se mide secuencialmente la luz resultante emitida por cada composicién quimioluminiscente.

Mediante la eleccién acertada de reactivos sensibilizadores con diferentes longitudes de onda de activacion o
diferentes modos de activacion y de reactivos que son reactivos con diferentes vidas y diferente maximos de
emision, los ensayos pueden llevarse a cabo con alta sensibilidad y gran intervalo dindmico. La sensibilidad y
precision de los ensayos pueden optimizarse prestando atencién a la preparacién de reactivos tal como el
recubrimiento de reactivos sobre la superficie de una matriz y similares. Por tanto, pueden realizarse la
cuantificacion y deteccidon simultaneas de mas de dos componentes en una muestra. Tal como se menciono
anteriormente, los reactivos usados en la presente invencidon pueden activarse mediante oxigeno singlete. Las
sefiales puede deconvolucionarse mediante la diferencia en longitud de onda o modo de activacion junto con la
diferencia en longitud de onda y/o tiempo de emision.

Los siguientes ejemplos son sélo con fin ilustrativo.
Ejemplos

Las partes y porcentajes enumerados en el presente documento estan en peso a menos que se especifique lo
contrario. Las temperaturas estan en grados centigrados (°C).

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato para capilares Hoover y no se corrigen. Los espectros de 'H-
RMN se registraron en un espectrometro de RMN Brucker WP-250 MHz o Brucker WP-300 MHz. Los
desplazamientos quimicos se notificaron en partes por millén (8 0,0). Las multiplicidades de RMN se registran
mediante le uso de las siguientes abreviaturas: s, singlete; d, doblete; t, triplete; m, multiplete; Hz, hercio. Los
espectros de infrarrojo se registraron en un espectrometro IR Perkin-Elmer 297. La ionizacion quimica por desorcion
(C.I) y la ionizacion electrénica (E.l.) se realizaron en un espectrometro de masas de alta resolucion de doble
enfoque, Varian-MAT 311A. Se usé un aparato Finnigan TSQ-70 o MAT-8230 para espectros de masa por
bombardeo con atomos rapidos (FAB/LSI-EM). Algunos espectros de masas se obtuvieron del laboratorio de
espectrometria de masas de la UC Berkeley. El dimensionamiento de particulas se realizé en un dimensionador de
particulas submicrométricas NICOMP, modelo 370. La ultracentrifugacion se realiz6 en una centrifuga de alta
velocidad refrigerada Sorvall RC 5B de Du Pont Instruments. Los espectros UV se realizaron en un
espectrofotometro de red de diodos modelo 8452A de Hewlett Packard. Las mediciones de fluorescencia se
realizaron en un espectrofotometro Spex Fluorolog o un espectrofotdmetro 650-40 de Perkin Elmer. Las mediciones
de quimioluminiscencia se realizaron en un quimioluminémetro construido a medida equipado con laseres de 675 y
780 nm como fuentes luminosas.

Tolueno y THF se destilaron a partir de sodio sobre argén y diisopropiletilamina se secé sobre tamices de 3A.
2-etoxietanol procedia de Aldrich Chemical Co. y se redestil6 a vacio. Otros disolventes se usaron sin purificacion, y
la mayoria de las reacciones se llevaron a cabo bajo argon. El gel de silice usado para cromatografia ultrarrapida era
de 230-400 de malla ASTM, adquirido de Scientific Products mientras que las placas preparativas (1000yp) y placas
analiticas (250u) de CCF se adquirieron de Analtech.

1-Cloro-9,10-bis(feniletinil)antraceno (1-CI-BPEA) y rubreno (5,6,11,12-tetrafenil-naftaceno) se adquirieron de Aldrich
Chemical Co. Rubreno se recristalizé en cloruro de metileno y se almacené a 4°C en un frasco marrén antes de su
uso. Heptadecilbenceno se adquirié de Pfaltz y Bauer, Inc. (Waterbury, CT).

Particulas de poliestireno modificado con carboxilato (latex) se adquirieron de Seradyn, Inc. Las particulas eran de
203 + 4,0 nM. El area de aparcamiento del carboxilo era de 49,5 angstroms cuadrados (0,09 miliequivalentes/g). Los
sdlidos eran el 10% (100 mg/ml).

Dextrano T-500 procedia de Pharmacia (Piscataway, NJ). SIAX y TCEP se adquirieron de Molecular Probes, Inc.
(Eugene, OR). HBR-1 procedia de Scantibodies. Sulfato de gentamicina procedia de Life technologies. El
conservante Kathon y otros reactivos comunes usados en la preparacion de tampones, etc., se obtuvieron de Sigma,
(St Louis, MO).

Ligadores, sondas y oligonucleétidos de ADN se adquirieron de Oligos Etc. Inc. (Wilsonville, OR) y se recibieron
como polvos liofilizados que se disolvieron en agua estéril y se almacenaron congelados hasta su uso.
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Las siguientes abreviaturas tienen los significados expuestos a continuacion:
« HPLC - cromatografia liquida de alta resolucién
* BSA - albumina sérica bovina de Sigma Chemical Company, St. Louis MO
e g - gramos
* s - segundos
* ms - milisegundos
* mM - milimolar
* DMF - dimetilformamida
* DMSO - dimetilsulfoxido
* THF - tetrahidrofurano
*« RMN - espectroscopia de resonancia magnética nuclear
* TMSCI - cloruro de tetrametilsililo
* EDAC — clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida
* EDTA - &cido etilendiaminotetraacético
* MES - acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico
* MOPS - acido 3-(morfolino)propanosulfénico
» EtOAC - acetato de etilo
* Me - metilo
* OMe - metoxilo
* OAcC - acetato
* MeOH - metanol
* EM - espectro de masas
« Naftalocianina (Nc) - t-butils-naftalocianina de bis(trihexilsilil)silicio
« Ftalocianina (Pc) - t-butils-ftalocianina de bis(trihexilsilil)silicio
* SIAX - 6-((yodoacetil)amino)hexanoato de succinimidilo
« 10, — oxigeno singlete
* SiO; - gel de silice
* TEA - trietilamina
* THF - tetrahidrofurano
» TCEP - tris-carboxietil-fosfina
* IHBB — KCI 50 mM, MgCl, 4 mM, trisHCI 10 mM, BSA 200 ug/ml, pH 8,3
* Perlas de DPA - particulas de latex tefiidas con una mezcla de tioxeno y 9,10-difenilantraceno
* Perlas de TAR - particulas de latex tefiidas con una mezcla de tioxeno, 1-cloro-9,10-bisfeniletinilantraceno y
rubreno
» dopDPA — perlas de DPA dopadas con heptadecilbenceno como plastificante
« dopTAR — perlas de TAR dopadas con heptadecilbenceno como plastificante
e Tampon A — base Trisma 0,1 M, NaCl 0,3 M, EDTA 25 mM, dextrano T-500 1 mg/ml, BSA 1 mg/ml, HBR-1 al
0,3% (v/v), Kathon al 0,05%, sulfato de gentamicina al 0,01%, pH 8,2
*h - hora
e min. — minuto

PREPARACION DE REACTIVOS

Sintesis de tioxeno C-28:

A una disolucién de 4-bromoanilina (30 g, 174 mmoles) en DMF seca (200 ml) se le afiadi6 1-bromotetradecano
(89,3 ml, 366 mmoles) y N,N-diisopropiletilamina (62,2 ml, 357 mmoles). Se calentd la disolucién de reaccién a 90°C
durante 16 h bajo argén antes de enfriarse hasta temperatura ambiente. A esta disolucién de reaccion se le afiadio
de nuevo 1-bromotetradecano (45 ml, 184 mmoles) y N,N-diisopropiletilamina (31 ml, 178 mmoles) y se calento la
mezcla de reaccion a 90°C durante 15 h mas. Tras enfriar, se concentré la disolucién de reaccién a vacio y se diluyé
el residuo con CHCl, (400 ml). Se lavé la disolucion de CH,Cl, con NaOH acuoso 1 N (2x), H,O y salmuera, se secd
sobre Na;SO, y se concentr6 a vacio proporcionando un aceite marron oscuro (aproximadamente 110 g).
Cromatografia en columna preparativa sobre gel de silice mediante un sistema Waters 500 Prep LC eluyendo con
hexano proporciond un aceite amarillo que contenia principalmente el producto (4-bromo-N,N-di-(C14H29)-anilina)
junto con un componente minoritario 1-bromotetradecano. El Ultimo compuesto se elimind de la mezcla mediante
destilacion a vacio (p.e. 105-110°C, 0,6 mm) dejando 50,2 g (51%) del producto como un aceite marrén. A una
mezcla de virutas de magnesio (9,60 g, 395 mmoles) en THF seco (30 ml) bajo argén se le afiadié gota a gota una
disolucién del producto de anilina sustituida anterior (44,7 g, 79 mmoles) en THF (250 ml). Se afadieron algunos
cristales de yodo para iniciar la formacion del reactivo de Grignard. Cuando la mezcla de reaccidén se calent6 y
comenzo el reflujo, se reguld la tasa de adicion para mantener un reflujo suave. Tras completarse la adicion, se
calent6 la mezcla a reflujo durante una hora mas. Se transfirié la disolucién de sobrenadante enfriada a través de
una canula a un embudo de adicién y se afadié gota a gota (a lo largo de 2,5 h) a una disolucién de fenilglioxal (11,7
g, 87 mmoles) en THF (300 ml) a -30°C bajo argén. Se calenté gradualmente la mezcla de reaccion hasta 0°C a lo
largo de 1 h y se agit6 durante 30 min. mas. Se vertio la mezcla resultante en una mezcla de agua helada (800 ml) y
acetato de etilo (250 ml). Se separé la fase organica y se extrajo la fase acuosa con acetato de etilo (3x). Se lavaron
las fases organicas combinadas con H,O (2x), salmuera y se secaron sobre MgSO,. La evaporacion del disolvente
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dio 48,8 g del producto bruto como un liquido aceitoso verde oscuro. Cromatografia en columna ultrarrapida de este
liquido (elucién en gradiente con hexano, acetato de etilo:hexano 1,5:98,5, 3:97, 5:95) proporcioné 24,7 g (50%) del
producto de benzoina (LSI-EM (C42HsoNO2): [M-H]™ 618,86, 'H-RMN (250 MHz, CDCIls) concordaba con el producto
de benzoina esperado. A una disolucién del producto de benzoina anterior (24,7 g, 40 mmoles) en tolueno seco (500
ml) se le afiadié secuencialmente 2-mercaptoetanol (25 g, 320 mmoles) y TMSCI (100 ml, 788 mmoles). Se calentd
la disolucion de reaccion a reflujo durante 23 h bajo argén antes de enfriarse hasta temperatura ambiente. A esto se
le afiadi6 TMSCI adicional (50 ml, 394 mmoles); y se calent6 la disolucién de reaccién a reflujo durante 3 h mas. Se
enfrid la disolucion resultante, se hizo basica con NaOH acuoso 2,5 N frio y se extrajo con CH,Cl, (3x). Se lavaron
las fases organicas combinadas con NaHCOs; acuoso saturado (2x) y salmuera, se secé sobre Na,SOs y se
concentré a vacio dando un liquido aceitoso marrén. Cromatografia en columna preparativa sobre gel de silice
mediante un sistema Waters 500 Prep LC (elucion en gradiente con hexano, acetato de etilo:hexano 1:99, 2:98)
Proporcion() 15,5 g (60%) del tioxeno C-28 como un aceite naranja amarillento (LSI-EM (C4H71NOS): [M-H]" 661,6,
H-RMN (250 MHz, CDCls) concordaba con el producto de tioxeno C-28 esperado 2-(4-(N,Ndi-(C14H29)-anilino)-3-
fenil-tioxeno.

Sintesis de sensibilizador de ftalocianina

Se afladié metal de sodio, recién cortado (5,0 g, 208 mmoles), a 300 ml de metanol anhidro en un matraz de 3 bocas
de dos litros equipado con un agitador magnético, refrigerante de reflujo, un tubo secador y un burbujeador de gas.
Tras haberse disuelto el sodio completamente, se afiadié 4-t-butil-1,2-dicianobenceno (38,64 g, 210 mmoles, de TCI
Chemicals, Portland OR) usando un embudo. La mezcla se volvid transparente y la temperatura aumenté hasta
aproximadamente 50°C. En este punto se introdujo una corriente continua de gas amoniaco anhidro a través del
burbujeador de vidrio en la mezcla de reaccién durante 1 h. Entonces se calentd la mezcla de reaccion a reflujo
durante 4 h. mientras continuaba la corriente de amoniaco durante el transcurso de la reaccion, de modo que
empezd a precipitar solido. Se evapor6 la suspension resultante hasta sequedad (aspiradora doméstica) y se
suspendié el residuo en agua (400 ml) y se filtr6. Se secé el sélido (60°C, aspiradora doméstica, P,Os). El
rendimiento del producto (1,3-diiminoisoindolina, 42,2 g) fue casi cuantitativo. Se usé este material para la siguiente
etapa sin purificacién adicional. A un matraz de tres bocas de un litro equipado con un condensador y un tubo
secador se le afiadio el producto anterior (18 g, 89 mmoles) y quinolina (200 ml, Aldrich Chemical Company, St.
Louis MO). Se afiadio tetracloruro de silicio (11 ml, 95 mmoles, Aldrich Chemical Company) con una jeringuilla a la
disolucién agitada a lo largo de un periodo de 10 minutos. Tras completarse la adicion, se calent6é la mezcla de
reaccion hasta 180-185°C en un bafio de aceite durante 1 h. Se dejo enfriar la reaccidn hasta temperatura ambiente
y se afiadi6é cuidadosamente HCI concentrado para acidificar la mezcla de reaccion (pH 5-6). Se enfrié la mezcla de
reaccion marrén oscuro y se filtré. Se lavo el sélido con 100 ml de agua y se sec6 (aspiradora doméstica, 60°C,
P20s). Se colocé el material sélido en un matraz de fondo redondo de 1 litro y se afiadié acido sulfarico concentrado
(500 ml) con agitacion. Se agit6é la mezcla durante 4 h. a 60°C y entonces se diluyé cuidadosamente con hielo picado
(2000 g). Se filtré la mezcla resultante y se lavo el sélido con 100 ml de agua y se secd. Se transfirié el sélido azul
oscuro a un matraz de fondo redondo de 1 litro, se afiadi6 amoniaco concentrado (500 ml), y se calentd la mezcla y
se agitd a reflujo durante 2 h, se enfrié hasta temperatura ambiente y se filtr6. Se lavo el sélido con 50 ml de agua y
se secO a vacio (aspiradora doméstica, 60°C, P,0Os) dando 12 g de producto tetra-t-butil-ftalocianina de silicio como
un solido azul oscuro. Se afiadieron 3-picolina (12 g, de Aldrich Chemical Company), tri-n-butilamina (anhidra, 40 ml)
y tri-n-hexil-clorosilano (11,5 g) a 12 g del producto anterior en un matraz de tres bocas de un litro, equipado con un
agitador magnético y un refrigerante de reflujo. Se calenté la mezcla a reflujo durante 1,5 h y entonces se enfrié
hasta temperatura ambiente. Se separé por destilacién la picolina a alto vacio (bomba de aceite a aproximadamente
1 mm Hg) hasta sequedad. Se disolvi6 el residuo en CH,Cl, y se purific6 usando una columna de gel de silice
(hexano) dando 10 g de producto puro tetra-t-butil-ftalocianina de di-(tri-n-hexilsilil)-silicio como un sélido azul oscuro.
(LSI-EM: [M-H]" 1364,2, espectros de absorcién: metanol: 674 nm (¢ 180.000): tolueno 678 nm, '"H-RMN (250 MHz,
CDClg): 8: -2,4 (m,12H), -1,3 (m, 12H), 0,2-0,9 (m, 54H), 1,8 (s, 36H), 8,3 (d, 4H) y 9,6 (m, 8H) concordaba con el
producto esperado anterior.

Sintesis de sensibilizador de naftalocianina

1. Preparacion de 6-t-butil-diiminobenc(f)isoindolina (2)
NH
OO o
— MNH
CHN NaOMe / MeOH OG
NH
2

1

Se suspendié el 6-t-butil-2,3-dicianonaftaleno (1) (9,07 g, 38,7 mmoles) en 50 ml de MeOH. Mientras se agitaba bajo
argon, se afiadieron 8,5 ml de NaOMe 1,05 N/MeOH (recién preparado a partir de Nao) y se burbujeé la suspension
amarillo claro con gas NH3 durante 1 h a temperatura ambiente. La dilucion con 75 ml adicionales de MeOH no
disolvid la suspensién fina. Se continud el burbujeo con NH3 a 65 durante 2 h hasta gue se aclaré la suspension, y
luego 1 h mas. Se eliminaron los componentes volatiles mediante evaporacion rotatoria, y se trituré el semisélido
adherido con 200 ml de agua. Tras secar a vacio (< 1 mmHg) durante la noche a temperatura ambiente, se molieron
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los 9,2 g de sdlido con mortero y mano de mortero hasta un polvo fijo de color marrén verdoso. RMN (250 MHz,
CDCI3) mostro6 la ausencia del dicianonaftaleno y concordaba con el producto deseado. CCF (MeOH/CHCl, 2:1) era
comparable a una muestra de nor-butil-diiminobencisoindolina.

2. Preparacion de tetra-t-butil-naftalocianina de diclorosilicio (t-bus-NcCly) (3)

Cl
NH
N NH
SiCl, \’,‘J
CU —m 3 OT
Guinolina
N .
MNH H
2

(12

La 6-t-butil-diiminobencisoindolina (2) (9,01 g, 35,9 mmoles) preparada tal como se describi6é anteriormente, se agitd
en 100 ml de quinolina. Se afiadio tetracloruro de silicio (4,0 ml, 35 mmoles) a incrementos de 1 ml a una tasa tal
(~30 min.) que la exoterma suave se mantuvo por debajo de 30°. Entonces se calentd gradualmente la reaccion
mediante bafio de aceite desde 60° hasta 180°, y se agitd bajo argdn durante 1 h a esa temperatura. Tras enfriar
hasta temperatura ambiente, se pipete6 la reaccion en dos frascos para centrifuga de polipropileno de 250 cc, que
contenia cada uno 150 ml de H,O/MeOH 1:1. Se enjuagé el residuo con 50 ml de H,O/MeOH 1:1 en los dos frascos.
Los frascos se invirtieron varias veces para mezclar el contenido, y se centrifugaron durante 10 min. a 6K rpm, se
decantaron, y se resuspendi6 el sélido en 200 ml de H,O/MeOH 1:1. Se repitié el proceso 3x, y se sec6 a vacio el
sélido final a 60°C/P,0s proporcionando 8,9 g del producto bruto (3), que se trituré hasta un polvo verde con mortero
y mano de mortero y se usO directamente en la siguiente etapa. CCF (MeOH/CHCl, 2:1) mostré la ausencia de
material de partida.

3. Preparacién de tetra-t-butil-naftalocianina de dihidroxisilicio (t-bus-Nc(OH),) (4)

N .-'N N

cl
NN NH HO NH
SN 1. HyS04 N
L NTSEN —_— N=Si-N_ _
2. NH,OH 7
H NN

4
"r:w

Cl

3

H=

Una parte (5,8 g, 5,7 mmoles) de la t-bus-NcCl; (3), preparada tal como se describié anteriormente, se disolvié en
150 ml de H,SO4 conc. Se agit6 la disolucién violeta oscuro transparente durante 4 h a 60°, se enfrid y se vertié en
800 cc de hielo. Se compacto la suspensién marrén mediante centrifuga (6K rpm, 6 min.), y se lavé el solido dos
veces con porciones de 200 ml de agua en cada uno de los cuatro frascos de centrifuga de 250 cc. Se sec6 a vacio
el solido final a 60°C/P,0s) proporcionando 6,1 g de soélido negro (v. marrén rojizo oscuro). Se enjuago este solido de
los frascos con 250 ml de NH,OH concentrado hacia un matraz. Se calenté gradualmente la suspensiéon verde
oscuro hasta 100°C. Tras 30 min., bajé la espumacion, y se continué el calentamiento durante dos horas. Tras
enfriar, se enjuagod la suspension con 200 ml de agua hacia dos frascos de centrifuga de 250 cc. Se lavo el sélido
repetidamente mediante centrifugacion (3x, de 6K a 12 K rpm) con porciones de 150 ml de agua/frasco. Debido a la
escasa compactacion, se realizé una centrifugacion final en dos tubos de 30 cc con porciones de 25 ml de agua a 16
K rpm. Se sec6 a vacio el sélido (16 h, 30 mmHg, 60°C, P,Os) y se peso (2,822 g). El secado adicional (3 d, <1
mmHg, 100°) mostré que el sélido parcialmente secado contenia todavia un 5% de agua (dando como resultado
rendimientos reducidos en algunas reacciones). La identidad del producto se confirmé mediante EM (M* 998).
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4. Preparacion de tetra-t-butilnaftalocianina de bis(tri-n-hexilsilil)silicio (t-bus-Nc[hexsSi]2) (5)

HD\N MH MH
VMM i, Pir. HM M b, _

La t-bus-Nc(OH), (4) (1,61 g, 1,6 mmoles), preparada tal como se describié anteriormente, se disolvié en una
disolucion de 15 ml de cloruro de tri-n-hexilsililo / 30 ml de piridina anhidra. Tras burbujear con argén, se calent6 la
disolucion a 120° durante 1 h. Calentar la reaccion durante 2 h mas no alter6 la distribucién del producto tal como se
determina mediante CCF (SiO2, CH,Cl; al 10%/ hexano). Se enfrid la reaccién hasta temperatura ambiente, y se
repartié la mezcla de reaccion entre 150 ml de hexano y 100 ml de agua. Se agit6 la mezcla durante 30 min. hasta
gue la fase de hexano se clare6 hasta un color verde oscuro. Se elimin6 la fase acuosa y se lavé la fase organica
dos veces con porciones de 150 ml de agua, hasta que la fase acuosa final fue incolora (pH aproximadamente 6). Se
filtr6 la fase organica (lana de vidrio/lembudo), se concentr6 hasta aproximadamente 25 ml, y se sometié a
cromatografia (SiO2; CH2Cl, al 5%/ hexano). Fue necesaria la recromatografia (cromatotrén: rotor de SiO,, CH,Cl,
del 0 al 10%/hexano) para separar los isdmeros de t-butilo. Se aislé una parte del isémero principal (94 mg) y se us6
como tal para la tincion de perlas.

Sintesis de hidroxipropilaminodextrano.

Se prepar6 hidroxipropilaminodextrano disolviendo 100 g de dextrano T-500 (Pharmacia, Uppsala, Suecia) en 500
ml de agua en un matraz de fondo redondo de 3 bocas con un agitador mecéanico y embudo de goteo. A la disolucion
se le afiadieron 45 g de hidroxido de sodio, 50 mg de EDTA, 50 mg de NaBH,4, 50 mg de hidroquinona y 200 g de
N-(2,3-epoxipropil)ftalimida. Se calent6é la mezcla y se agité en un bafio de agua a 90°C durante dos horas. Se
precipitd una pequefia alicuota tres veces en metanol y se analiz6 mediante RMN. La aparicion de un pico a 7,3-7,6
indicaba la incorporacion de ftalimida. Se precipité la mezcla de reaccion principal mediante la adiciéon a 3,5 | de
metanol, tras lo cual se recogi6 el sélido. Se elimind el grupo protector de ftalimida disolviendo el producto anterior
en 500 ml de tampdn acetato 0,1 M, afiadiendo 50 ml de hidrazina al 35%, y ajustando el pH a 3,5. Se calent6 la
mezcla a 80°C durante 1 h, se reajust6 el pH a 3,2, y se calento la mezcla durante media hora mas. Se precipité una
alicuota tres veces en metanol. RMN mostrd que el grupo ftalimida ya no estaba presente. Se neutraliz6 la mezcla
de reaccion a pH 8 y se almacen6 a temperatura ambiente.

Se purifico el producto mediante filtracion con flujo tangencial usando un filtro cortador de peso molecular de 50.000,
lavando con agua, HCI 0,01 M, NaOH 0,01 M, y finalmente agua. Se concentré la disolucién de producto mediante
filtracion a 700 ml, luego se liofilizé. La determinacién de aminas reactivas usando sulfonato de trinitrobenceno dio
aproximadamente 1 amina por 16 residuos de glucosa.

Preparacién de perlas de sensibilizador tefiidas con ftalocianina

Se prepararon las perlas de sensibilizador colocando 600 ml de latex modificado con carboxilato (Seradyn) en un
matraz de fondo redondo de tres bocas equipado con un agitador mecénico, un tapén de vidrio con a termémetro
unido al mismo en una boca, y un embudo en la boca opuesta. El matraz se ha sumergido en un bafio de aceite
mantenido a 94+1°C. Se afiadieron las perlas al matraz a través del embudo en la boca y se enjuagé el recipiente de
las perlas con 830 ml de etoxietanol, 1700 ml de etilenglicol y 60 ml de NaOH 0,1 N y se afiadié el enjuague al
matraz a través del embudo. Se remplazé el embudo por un septo de caucho 24-40. Se agitaron las perlas a 765
rpm a una temperatura de 941°C durante 40 min.

Se disolvid tetra-t-butil-ftalocianina de silicio (10,0 g) en 300 ml de alcohol bencilico a 60+/-5°C. Se afadieron
ochenta y cinco (85) ml al matraz de fondo redondo anterior a través del septo por medio de una jeringuilla de 100 ml
calentada hasta 120+/- 10°C a una velocidad de 3 ml por min. La disolucién de ftalocianina restante se afiadio
entonces de manera similar. La jeringuilla y el frasco que contenian originalmente la ftalocianina se enjuagaron con
40 ml de alcohol bencilico y se transfirieron a un matraz de fondo redondo. Tras 15 min. se afiadieron gota a gota
900 ml de agua desionizada y 75 ml de NaOH 0,1 N a lo largo de 40 min. Se dejé disminuir lentamente la
temperatura del bafio de aceite hasta 40+/-10°C y entonces se interrumpio la agitacion. Entonces se filtraron las
perlas a través de un filtro de poliéster de 43 micras y se sometieron a un aparato de filtracion con flujo tangencial
Microgon (Microgon Inc., Laguna Hills, CA) usando etanol:agua, de 100:0 a 10:90, y luego se filtré a través de un
filtro de poliéster de 43 micras.
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Preparacion de perlas de sensibilizador tefiidas con naftalocianina

Se mezcl6é una suspension al 10% de perlas de latex carboxilado (4,4 ml) con 4,4 ml de etoxietanol, 8,8 ml de
etilenglicol, y 0,44 ml de disolucion de hidroxido de sodio 0,1 N. Se disolvié naftalocianina (0,475 mg) en 0,4 ml de
alcohol bencilico. Se transfirio un ml de la suspension de perlas diluida (25 mg de perlas) a un tubo de vidrio de 13 x
100 mm y se coloc6 en un bloque térmico mantenido a 95 grados. Se transfirieron doscientos pl de la disolucion de
colorante a un tubo separado y se colocaron en el blogue térmico. Tras dejar que la temperatura se equilibrara
durante unos minutos, se mezclé rapidamente el contenido de los tubos y se continué el calentamiento durante 20
minutos mas. Se retird la suspension de perlas tefiida del bloque térmico y se dejo enfriar hasta temperatura
ambiente, momento en el que se diluy6 con 3 ml de etanol y se mezclé meticulosamente. Entonces se centrifugo la
suspensién formando un sedimento de perlas. Se deseché el sobrenadante y se suspendié el sedimento en etanol al
50% en agua mediante sonicacion. Se repitié la centrifugacién y se suspendi6 el sedimento en etanol al 10% en
agua. Se centrifugé la suspensién a velocidad lenta para sedimentar una cantidad traza de residuo del
procedimiento de tincion. Se decantaron las perlas que permanecieron en el sobrenadante y se almacenaron a 4
grados C.

Preparacién de perlas de sensibilizador de ftalocianina recubiertas con hidroxipropilaminodextrano

Se preparé una disolucién de hidroxipropilaminodextrano a 2 mg/ml en MES 50 mM pH 6. Se afiadieron gota a gota
ciento cincuenta mg de perlas de sensibilizador de ftalocianina en 7,5 ml de agua a 7,5 ml de la disolucion de
hidroxipropilaminodextrano mientras se agitaba con vértex. Se afiadieron ciento ochenta y ocho pl de disolucion de
EDAC (80 mg/ml) en agua a la mezcla de recubrimiento mientras se agitaba con vortex. Se incub6 la mezcla durante
la noche a temperatura ambiente en la oscuridad. Se diluyé la mezcla con 12 ml de agua y se centrifugd. Se
desecho el sobrenadante y se suspendid el sedimento de perlas en 40 ml de agua mediante sonicacion. Se lavaron
las perlas 3 veces con agua (40 ml por lavado) mediante centrifugacién repetida y suspension mediante sonicacion.
Se suspendié el sedimento final en 5 ml de agua.

Preparacion de perlas de sensibilizador de naftalocianina recubiertas con hidroxipropilaminodextrano

Se prepar6 una disolucién de hidroxipropilaminodextrano a 10 mg/ml en MES 50 mM pH 6. Se afiadieron lentamente
veinte mg de las perlas de sensibilizador de naftalocianina en 1 ml de etanol al 10% en agua a 1 ml de la disolucién
de hidroxipropilaminodextrano mientras se agitaba con vortex. Se afiadieron dos mg de EDAC disueltos en 0,2 ml de
agua a la mezcla de recubrimiento mientras se agitaba con vortex. Tras una incubaciéon durante la noche a
temperatura ambiente, se centrifugd la mezcla, se desech6 el sobrenadante, y se suspendié el sedimento de perlas
en 2 ml de agua mediante sonicacion. El lavado con agua se repitié 2 veces mediante centrifugacion y se suspendio
el sedimento de perlas final en 1 ml de agua.

Preparacién de perlas de agente guimioluminiscente dopTAR recubiertas con hidroxipropilaminodextrano

Se calentd una suspension al 10% de perlas de latex carboxilado (120 ml) hasta 93°C en un matraz de fondo
redondo de tres bocas, entonces se mezcld con 166 ml de etoxietanol, 336 ml de etilenglicol, y 12 ml de NaOH 0,1
M. Se afiadieron un agitador mecanico y un termémetro, y se llevd la mezcla hasta 95°C con agitacion, luego se
agité durante 40 minutos mas. En un matraz separado, se disolvieron 2,45 g de tioxeno C-28, 191,8 mg de 2-cloro-
9,10-bis(feniletinil)antraceno, y 323,9 mg de rubreno en 264 ml de etoxietanol y se calentaron hasta 95°C con
agitacion hasta su disolucion. Se vertio la disolucién de colorante en la suspension de perlas y se agité durante 20
min. a 95°C, entonces se dejo enfriar lentamente hasta aproximadamente 47°C y se filtré a través de un filtro de
poliéster de 43 um para eliminar cualquier residuo generado durante el procedimiento de tincién. Se lavaron las
perlas mediante filtracién con flujo tangencial usando un aparato Microgon con un filtro P698/4. Tras cebar el
sistema con disolvente de lavado (etoxietanol y etilenglicol 1:2 v/v), se afiadié la mezcla de perlas tefiidas, se
concentré hasta aproximadamente 20 mg/ml, luego se lavo con 6 litros de disolvente de lavado y 4,8 | de etanol al
10% v/v en agua ajustado a pH 10 con NaOH. Se concentraron las perlas de TAR hasta aproximadamente 50 mg/ml
durante el lavado, luego se almacenaron a 4°C protegidos frente a la luz.

Se incorporé un plastificante en las perlas para mejorar la tasa de descomposicion de luminiscencia. Se preparé una
mezcla que contenia 250 ul de n-heptadecilbenceno, 20 ml de etanol, y 0,5 g de hidroxipropilaminodextrano
disueltos en 25 ml de MES 50 mM pH 6. Se calent6 la mezcla hasta 80°C en un bafio de aceite y se agitd
enérgicamente para dispersar el plastificante. También se calent6 hasta 80°C una segunda mezcla que contenia 40
ml de perlas de TAR tefiidas anteriores (diluidas hasta 25 mg/ml en etanol al 10%) y 30 ml de MES 50 mM pH 6. Se
combinaron las dos mezclas y se dej6 agitar a 80°C durante la noche.

Tras enfriar, se separaron las perlas, mediante pipeta, a partir de una pequefia cantidad de plastificante en exceso
que flotaba en la parte superior de la suspensién de perlas. Se afiadi6 EDAC (200 mg) en 3 ml de agua, y se agito la
mezcla a temperatura ambiente durante 2 h. Entonces se centrifugé la mezcla para recuperar las perlas. Se
suspendié el sedimento de perlas mediante sonicacion y se lavd con tres porciones de 40 ml de agua alternando
centrifugaciéon y suspensién mediante sonicacion. Entonces se suspendié el sedimento de perlas final en
aproximadamente 35 ml de agua.
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Preparacién de perlas de agente quimioluminiscente dopDPA recubiertas con hidroxipropilaminodextrano

Se mezclé una suspension al 10% de perlas de latex carboxilado (10 ml) con 10 ml de etoxietanol, 20 ml de
etilenglicol, y 1 ml disolucién de hidroxido de sodio 0,1 N en un matraz Erlenmeyer de 250 ml con agitador
magnético. Se sujet6 el matraz en un bafio de aceite mantenido a 95 grados C. En un matraz separado se
disolvieron 200 mg de C28 tioxeno y 30 mg de 9,10-difenilantraceno en 20 ml de etoxietanol y se llevaron hasta 95
grados C. Se mezclé rapidamente el contenido de los matraces y se continud el calentamiento a 95 grados C
durante 90 min. Se retir6 el matraz del bafio de aceite y se dej6 enfriar hasta temperatura ambiente. Tras enfriar, se
diluyé la mezcla con 60 ml de etanol, se mezcl6 meticulosamente, y se recogieron las perlas tefiidas mediante
centrifugacion. Se deseché el sobrenadante y se suspendi6 el sedimento de perlas en 20 ml de etanol mediante
sonicacion. Se repitio la centrifugacién y se lavaron las perlas con una segunda porcién de 20 ml de etanol. Tras una
centrifugacion final, se suspendieron las perlas en 40 ml de agua.

Se incorpord un plastificante en las perlas para mejorar la tasa de descomposicion de luminiscencia. Se colocaron
las perlas de DPA tefiidas anteriores en un matraz Erlenmeyer de 125 ml, equipado con agitador magnético, y se
colocaron en un bafio de aceite a 80 grados C. Se colocaron cuarenta ml de etanol en un matraz Erlenmeyer de 50
ml y se afiadieron 300 mg de plastificante de heptadecilbenceno (HB). Se equilibré la disolucion en el bafio de aceite
y entonces se afadié rapidamente a la suspensién de perlas con mezclado enérgico. Se incubd la mezcla en el bafio
de aceite a 80 grados C durante 90 min.

Mientras estaba incubando la mezcla de perlas/plastificante, se prepar6 wuna disolucion de
hidroxipropilaminodextrano. Se disolvieron trescientos veinte mg de hidroxipropilaminodextrano en 16 ml de MES 50
mM pH 6 y se calent6 la solucién hasta 80 grados C en el bafio de aceite. Entonces se afiadid la solucion de una vez
a la suspension de perlas con agitacion enérgica. Se equipé el matraz con un condensador de agua para minimizar
las pérdidas por evaporacion y se continu6 el calentamiento a 80 grados C durante la noche.

Se enfrié la mezcla hasta temperatura ambiente y se afiadieron 50 mg de EDAC en agua con agitacion. Se continu6
la agitacién a temperatura ambiente durante 2 h, momento en el cual se afladieron 20 ml de etanol y se centrifugé la
suspension. Se desecho el sobrenadante y se suspendieron las perlas en 40 ml de etanol acuoso al 50% mediante
sonicacion. Se repitié la centrifugacion y se suspendieron las perlas en NaCl 0,5 M mediante sonicacién. Tras una
centrifugacion final se centrifugaron las perlas en etanol acuoso al 10%, NaCl 50 mM.

Preparacion de particulas de sensibilizador de ftalocianina recubiertas de oligonucleétido A4 P(C-Az4)

Se suspendieron sesenta y cinco mg de perlas de sensibilizador de ftalocianina recubiertas con
hidroxipropilaminodextrano en 5 ml de MOPS 50 mM pH 7. Se preparé una disolucion de SIAX al 10% (p/v) en DMF
y se afiadieron 77 pl a la suspension de perlas mientras se agitaba con vortex. Se incubd la mezcla a temperatura
ambiente durante 90 min. en la oscuridad y entonces se afiadié una segunda alicuota de 77 pul de disolucion de SIAX
y se incubd la mezcla durante 60 min. mas. Se centrifugdé la suspension y se desechd el sobrenadante. Se
suspendio el sedimento de perlas en 6 ml de agua mediante sonicacion y se repitio la centrifugacion. Se suspendio
el sedimento en 6,5 ml de agua y se almacené a 4 grados C.

En la preparacion para el acoplamiento de oligonucleétidos, se centrifugaron las perlas, se desechd el sobrenadante,
y se afiadieron 1,34 ml de tampdn de acoplamiento al sedimento. El tamp6n de acoplamiento consiste en la
siguiente mezcla: (900 pl de borato 0,2 M, EDTA 2 mM pH 9y 333 ul de borato 0,4 M pH 9,45 y 1000 ul de Na;SO4 2
M) gue se habia desgasificado y saturado con argén. Se afiadieron nueve pl de detergente Tween 20 al 10% a la
mezcla de tampdn de acoplamiento tras desgasificar y saturar con argoén.

Se disolvi6 en agua el oligonucledtido 5 Azs (SEQ ID NO:1) modificado en el extremo 3 con
-PO,0OCH,CH,CH,SSCH,CH,CH,OH y se determind la concentracién mediante la densidad éptica a 260 nm.
Usando el coeficiente de extincién suministrado por el vendedor, se hall6 que la concentracién era de 915,8
nmoles/ml. Se usaron aproximadamente doce nmoles de oligonucleétido por mg de perlas para el procedimiento de
acoplamiento.

Se colocaron setecientos pl de disolucién de oligonucleétido en un tubo de centrifuga y se afiadieron 76 pl de
NaOAc 2,5 M pH 5,3. Se afiadieron ciento cuarenta y siete ul de TCEP 20 mM en agua a la disolucion de
oligonucledtidos y se incub6 la mezcla durante 1 h a temperatura ambiente en la oscuridad. Se afiadieron cuatro
volumenes de etanol 200° (de proof) a la mezcla para precipitar el oligonucleétido reducido. La precipitacion se
facilité colocando la mezcla en un congelador a -20 grados C durante 1 hora. Se recogi6 el precipitado mediante
centrifugacion y entonces se disolvio en 495 ul de Na;HPO4 5 mM, EDTA 2 mM pH 6 que se habian desgasificado y
saturado con argon.

Entonces se afiadio la disolucion de oligonucleétido al sedimento de perlas con tampdn de acoplamiento y se sonicé
la mezcla para suspender las perlas. Se incubd la suspension a 37 grados C durante 23 h.

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2370232 T3

Se ocuparon los grupos de yodo residuales sobre la cubierta de yodoaminodextrano mediante reaccién con acido
mercaptoacético. Se centrifugd la suspension de perlas y se retird el sobrenadante. Se suspendié el sedimento
mediante sonicacion en 5 ml de acido mercaptoacético 10 mM en borato 0,4 M pH 9,45 y se incub6 la mezcla a 37
grados C durante 1 h. Se recuperaron las perlas mediante centrifugacion y se suspendieron en 5 ml de tampon de
bloqueo: (NaCl 0,1 M, glicina 0,17 M, BSA 10 mg/ml, Tween 20 al 0,1%, EDTA 1 mM pH 9,2 se filtr6 de manera
estéril y se afiadi6 ADN de timo de ternera 50 pl/ml). Se incubd la mezcla durante 3 h a 37 grados C. Tras la
centrifugacion, se lavaron las perlas dos veces mediante centrifugacion con 5 ml de tamp6n A por lavado. Se
suspendié el sedimento final en 6 ml de tampon IHBB y se incubd a 95 grados C durante 90 min. Tras enfriar, se
centrifugaron las perlas, se desechd el sobrenadante, y se suspendi6 el sedimento en 6 ml de volimenes iguales de
NaOAc 0,125 M pH 5 y disolucion de peroxido de hidrégeno al 30%. Incubar a 37 grados durante 2,5 horas. Se
centrifugd la mezcla, se desechd el sobrenadante, y se lavaron las perlas 3 veces mediante centrifugacién con
tampodn de almacenamiento (KCI 50 mM, tris 10 mM, EDTA 4 mM, BSA acetilado al 0,2% pH 8,2) usando 5 ml de
tampodn por lavado. Se suspendié el sedimento final mediante sonicacién en 6 ml de tampon de almacenamiento y
se almacend a 4 grados protegido frente a la luz.

Preparaciéon de particulas de agente guimioluminiscente dopDPA recubiertas con oligonucleétido (AGTA)s (dopDPA-

(AGTA))

Se prepararon las perlas recubiertas con oligonucle6tido mediante un procedimiento similar al descrito anteriormente
para la preparacion de perlas de Pc-A.4. Sin embargo, sélo las perlas de sensibilizador se trataron con peréxido. Se
empleé el oligonucleétido 5-(AGTA)-3' (SEQ ID NO:2) modificado en el extremo 3 con
-PO2,0CH,CH,CH2SSCH,CH,CH,OH.

Preparacién de particulas de sensibilizador de naftalocianina recubiertas con oligonucleétido (ATAG)s Nc-(ATAG)s)

Se prepararon las perlas recubiertas con oligonucle6tido mediante un procedimiento similar al descrito anteriormente
para la preparacion de perlas de Pc-A.4. Sin embargo, sélo las perlas de sensibilizador se trataron con peréxido. Se
empled el oligonucledtido 5-(ATAG)s-3' (SEQ ID NO:3) modificado en el extremo 3 con
-PO,0OCH,CH,CH»SSCH,CH,CH,0H.

Preparacion de particulas de agente quimioluminiscente dopTAR recubiertas con oligonucle6tido Azs (dOpTAR-Az4)

Se prepararon las perlas recubiertas con oligonucleétido mediante un procedimiento similar al descrito anteriormente
para la preparacion de perlas Pc-Ay4. Sin embargo, sélo las perlas de sensibilizador se trataron con perdxido. Se
empled el oligonucledétido 5" Az4 (SEQ ID NO:1) modificado en el extremo 3’ con -PO,OCH,CH,CH»,SSCH,CH,CH.

Preparacion de particulas de sensibilizador de ftalocianina recubiertas con oligonucleétido (AGTA)s (Pc-(AGTA)s)

Se prepararon las perlas recubiertas con oligonucleétido mediante un procedimiento similar al descrito anteriormente
para la preparacion de perlas Pc-Azs. Sin embargo, soélo las perlas de sensibilizador se trataron con perdxido. Se
empled el oligonucledtido 5-(AGTA)s-3' (SEQ ID NO:2) modificado en el extremo 3 con
-PO,OCH,CH,CH>SSCH;CH,CH,0OH.

Secuencias de ligador y sonda de oligonucleétido

Sonda RL-2:

5 -CTC ACA GTC AGA AAT TGG AGT CTACTTACT TACTTACTTACT X-3
(SEQ ID NO:4)

Sonda RL-3:

S5-TTTTTTTTITTTITTTITTTITTTAGACTTT TTC TAT TCG CAG CGC X -3’
(SEQ ID NO:5)

Sonda RF-3:

5'— GAC AGT GTA GAT AGA TGA CAG TCG CTA TCT ATC TAT CTA TCT AT X
-3 (SEQID NO:6)

Ligador AL-1:

5' — ACT GTC ATC TAT CTA CAC TGT TTT TGC GCT GCG AAT AGA AAA AGT
c-3 (SEQ ID NO:7)

Ligador SP-1:

5 -B TACTT ACT TAC TTA CTT ACT TAC TGA ATG GGT TAG AGT GCA TCC
AGT GCTATC TAT CTATCTATC TATCTAT-3 (SEQID NO:8)
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Ligador SO:
5 - CTC CAA TTT CTG ACT GTG AGT TTT TGC GCT GCG AAT AGA AAA AGT
CT=-13 (SEQ 1D NO:9)

Ligador CL-1:

5 — B TA CTT ACT TAC TTA CTT ACT TAC TGA ATG GGA TAG AGT GCA TCC
AGTGTTTITTITTITTITTITITTITTTITT -8 (SEQ ID NO:10)

Ligador HA-1:
5 - CTATCT ATC TAT CTATCT ATC TAT GAA TGG GAT AGA GTG CAT CCA
GTGTITTITTITTITTITTITITTITTIT -3 (SEQ ID NO:11)

X = extremo terminal en 3’ bloqueado con amina C7 (CH,CH(CH,OH)CH,CH,CH,CH;NH3)
B = biotina
Ejemplo 1

Ensayo segun el esquema 1

Se emplearon ligadores de oligonucledétidos que tenian secuencias terminales complementarias a las secuencias de
oligonucledtidos unidas a las perlas y se sintetizaron por Oligos Etc. Las perlas expuestas anteriormente, en
concreto, *(ATAG)®s-Nc se unieron a la cola complementaria, concretamente, °(CTAT)® ¢, del ligador SP-1
identificado anteriormente como SEQ ID NO:8. De manera similar, el otro extremo del ligador era complementario a
una perla de agente quimioluminiscente tal como se muestra en el esquema 1 (figura 1). En presencia de ligador, las
dos perlas se pusieron en contacto en un ensayo de tipo intercalado “sandwich” sencillo y, debido a su estrecha
proximidad y la transferencia del oxigeno singlete, generaron una sefial que era directamente proporcional a la
concentracion de ligador.

Protocolo 1:
Mezcla madre por ensayo mezcla madre
agua 39 ul 1,56 ml
10X IHBB 5l 200 pl
dopDPA-(AGTA)s (5 mg/ml) 0,5 ul 20 ul
Pc-Az4 (5 mg/ml) 0,25 pl 10
Nc-(ATAG)s (5 mg/ml) 0,25 pl 10 ul

45 pl 1,8 ml

Se diluyeron de forma reciente disoluciones de trabajo de ligador a partir de concentrados congelados en agua libre
de ADNasa que contenia ARNt 2 ug/ml.

Disoluciones de trabajo de ligador CL-1: 1 nM, 500 pM, 100 pM, 50 pM, 10 pM, 5 pM y 0 pM (agua)

Disoluciones de trabajo de ligador SP-1: 1 nM, 500 pM, 100 pM, 50 pM, 10 pM, 5 pM, y 0 pM (agua)

Disoluciones de trabajo de ligadores mixtos (CL-1/SP-1): 500/500 pM, 500/50 pM, 50/500 pM, 50/50 pM

Se colocaron cuarenta y cinco (45) ul de mezcla madre en un tubo de PCR y 5 ul de disolucion de trabajo y se
mezclaron. Se completé el material con 20 ul de aceite mineral y se incubd en un ciclador de PCR durante 2 min. a
95°C, durante 15 min. a 50°C, y durante 60 min. a 37°C. Se transfirieron los tubos a un bloque térmico mantenido a

37°C mientras se tomaban lecturas de sefial. Cada muestra se leyo tres veces.

Se realizd el promedio de las tres lecturas y se construyé una curva patrén. A partir de la curva patron se
determinaron las concentraciones de los ligadores en las muestras de ligadores mixtos.

Ensayo:
Se generaron curvas patrén para los ligadores CL-1 y SP-1 usando el protocolo 1. Se colocaron alicuotas iguales
(normalmente de 45 pl) de una “mezcla madre” compuesta por las dos perlas de sensibilizador y la perla de agente

quimioluminiscente en tampén IHBB en cada uno de los diversos tubos de PCR. Entonces, se afadidé una alicuota
(normalmente de 5 pl) de patron de ligador diluido en serie seguido de aceite mineral (20 pl). Se prepararon de forma
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reciente disoluciones de trabajo de ligador a partir de una disolucién madre concentrada. Se preparé un conjunto
similar de patrones usando el segundo ligador. Tras la incubacion, se leyeron las muestras con lector de laser dual y
los resultados se resumen en la tabla 1. Cada muestra se iluminé en primer lugar con el laser de 675 nm seguido del
laser de 780 nm. La lectura se repitio tres veces y se calculé su promedio. Se corrigid el promedio restando la lectura
obtenida cuando no estaba presente ningin ligador en la muestra. Entonces, se usaron los promedios corregidos
para construir curvas patron de ligador (figura 2). De manera similar, se prepard un conjunto de muestras usando la
“mezcla madre” de tres perlas y mezclas de ligador. Tras la incubacién, se leyeron las muestras tal como
anteriormente y los resultados se resumen en la tabla 2. A partir del promedio corregido de las lecturas, se
cuantificaron las mezclas de ligador mediante referencia a las curvas patrén. Los valores cuantificados, entre
paréntesis, se muestran también en la tabla 2 y pueden compararse con las concentraciones conocidas de los
ligadores mixtos mostrados en la primera columna.

Tabla 1

Datos sin procesar del lector (cada muestra se leyo tres veces y se calculé su promedio)

hlr?]ador CL-1 para pares de perlas de 675 Ligador SP-1 para pares de perlas de 780 nm
cone. de =z ooy . Laser . . i Laser i
ligador Ligador O Ligador 0 laser de Ligador O Ligador 0O

de 675 corregido de 780 corregido 675 nm corregido de 780 corregido

nm nm nm
100 pM 74833 1718 418 79066

73360 1756 367 78564

78526 1773 322 74926
promedio | 75573 75268 | 1749 850 369 31 | 77519 76516
50 pM 42372 1386 390 44468

39892 1368 286 40955

42314 1385 309 38602
promedio | 41526 41221 | 1380 481 328 0 | 41342 40339
10 pM 9135 1042 437 8148

8667 968 310 7173

9088 1003 289 6364
promedio | 8963 8658 | 1004 105 345 7| 7228 6225
5 pM 4383 1078 350 4210

4154 983 285 3813

4392 977 221 3336
promedio | 4310 4005 | 1013 114 285 0 | 3786 2783
1pM 1228 981 410 1691

1152 905 347 1556

1089 896 335 1395
promedio | 1156 851 | 927 28 364 26 | 1547 544
0,5 pM 863 1285 366 1312

828 1254 256 1247

758 1191 254 1148
promedio | 816 511 | 1243 344 292 0| 1236 233
0,0 pM 359 917 408 1051

263 890 269 990

294 890 336 967
promedio | 305 0 | 899 0 338 0 | 1003 0
aire 92 786 92 786

96 780 96 780

96 768 96 768
promedio | 95 778 95 778
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Tabla 2

Datos sin procesar de mezclas de ligadores variables (cada muestra se ley6 tres veces y se calcul6 su promedio)

Razén CL- | Laser de Ligador O Laser de Ligador O
1/SP-1 675 nm corregido 780 nm corregido
50/50 pM 38116 41168
36851 39195
40186 36456 (=49,3 pM)
promedio 38384 38940
38079 | (=49,3pM) 37937
50/5 pM 44265 5194 3
42957 4637 (=5,2 p™)
46629 4111
promedio 44617 4647
44312 | (=57,5 pM) 3644 | (=48,3 pM)
5/50 pM 4404 40744
3919 38473
4197 35301
promedio 4173 38173
3868 | (=4,4pM) 37170
5/5 pM 4346 4642 (=4,5 pM)
4024 3982
4231 3681
promedio 4200 3895 | (=4,4 pM) 4102 3099

Se obtuvieron los valores en (cursiva en negrita) a partir de las curvas patron para el ensayo de ligador. Se empled
un Unico ligador.

Ejemplo 2

Ensayo segun el esquema 2

Se sintetizaron ligadores y sondas de oligonucledétidos por Oligos Etc. En este ensayo, las sondas tenian secuencias
complementarias de manera que un extremo de la sonda se unia a un oligonucleétido en una perla y el otro extremo
se unia a un ligador. Los ligadores tienen un extremo que era comun para las sondas y se unia a las perlas de
agente quimioluminiscente. El otro extremo del ligador era especifico para la sonda que se unia o bien al
sensibilizador de ftalocianina o bien al sensibilizador de naftalocianina segun el esquema 2 (figura 3). Las sondas
estaban presenten en exceso con respecto al ligador pero eran menos abundantes que la cantidad total de
oligonucledtidos complementarios en las perlas de manera que cada perla estaba decorada con varias sondas y no
se dejé ninguna sonda libre en disolucién. En presencia del ligador, las perlas decoradas con sondas se unian al
ligador en un ensayo de tipo intercalado “sandwich” que generaba una sefial en proporcion directa a la
concentracion de ligador.

Protocolo 2:

Mezcla madre por ensayo mezcla madre

agua 37,372 pl 1,856 ml

10X IHBB 5ul 250 pl

dopTAR-Az4 (5 mg/ml) 0,50 ul 25 ul

Pc-(AGTA)s (5 mg/ml) 0,25 pl 12,5 pl

Nc-(ATAG)e (5 mg/ml) 0,25 pl 12,5 pl

sonda RL-3, 1 uM 0,625 ul 31,25 ul
(se une dopTAR a ligadores SO y AL-1)

sonda RL-2, 1 uM 0,625 ul 31,25 ul
(se une PS-(AGTA)s a ligador SO)

sonda RF-3, 1 PM 0,625 ul 31,25 ul

(se une NS-(ATAG)¢ a ligador AL-1)
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Disoluciones madre de trabajo de ligador SO: 1000, 500, 100, 50, 10, 5y 0 pM en agua.
Disoluciones madre de trabajo de ligador AL-1: 1000, 500, 100, 50, 10, 5y 0 pM en agua.

Se pusieron cuarenta y cinco (45) ul de mezcla madre en cada uno de varios tubos de PCR con tapa a presion. Se
afadieron cinco (5) ul de disolucién madre de trabajo de ligador y se cubrieron las mezclas con 20 ul de aceite
mineral. Usando un ciclador de PCR, se incubd el material 2 min. a 95°C, 15 min. a 50°C y 90 min. a 37°C. Se ley6
cada muestra una vez.

Ensayo:

Se prepararon curvas patron para los ligadores SO y AL-1 usando el protocolo 2. Se preparé una mezcla madre que
consistia tanto en sensibilizadores, un Unico agente quimioluminiscente como tres sondas en tampo6n IHBB. Se
pusieron alicuotas (45 pl) de la mezcla madre en tubos de PCR seguido por una alicuota (5 pl) de patrén de ligador
diluido en serie y aceite mineral (20 pl). Se establecieron muestras por duplicado para ambos ligadores. Tras la
incubacién, se leyeron las muestras con un lector laser doble. (Tabla 3). Se calcularon los promedios de las
muestras por duplicado y se corrigieron los promedios restando la lectura obtenida cuando no estaba presente
ningdn ligador en la muestra. Se usaron entonces los promedios corregidos para construir curvas patrén para los
ligadores (figura 4). De manera similar, se prepard un conjunto de muestras a partir de la “mezcla madre” y una
mezcla de los dos ligadores. Tras la incubacion, se leyeron las muestras como anteriormente y los resultados se
resumen en la tabla 4. A partir del promedio corregido de las lecturas, se cuantificaron las mezclas de ligadores
usando las curvas patrén de ligador. Los valores cuantificados, en paréntesis, se muestran también en la tabla 4 y
pueden compararse con las concentraciones conocidas de los ligadores mezclados mostradas en la primera
columna.

Tabla 3

Datos sin procesar del lector (promedio de muestras por duplicado)

Ligador SO para pares de perlas de 675 nm Ligador AL-1 para pares de perlas de 780 nm
Conc. de
ligador, pM | Laser de Ligador O | Laser de Ligador O Laser de Ligador O | Laser de Ligador O
675 nm corregido | 780 nm corregido 675 nm corregido | 780 nm corregido
100 pM 357681 3368 3864 376232
358282 3152 4079 380424
promedio 357982 356657 3260 1391 3972 2647 | 378328 376459
50 pM 180225 3317 2497 207210
182250 2137 2475 213618
promedio 181238 179913 2727 858 2486 1161 | 210414 208545
10 pM 31082 1834 1327 29851
35822 2591 1388 32730
promedio 33452 32127 2213 344 1358 33 31291 29422
5 pM 11560 1915 1253 15362
10227 1654 1415 17156
promedio 10894 9569 1785 -84 1334 11 16259 14390
1pM 3126 2252 1894 4997
2915 2221 1275 3822
promedio 3021 1696 2237 368 1585 260 4410 2541
0,5 pM 2764 2548 1595 3388
2202 2551 1186 2659
promedio 2483 1131 2550 681 1391 66 3024 1155
0,0 pM 1303 1749 1305 1998
1210 2094 1478 1634
promedio 1257 0| 1922 0 1392 o| 1816 0
aire 179 885 179 976
191 948 169 941
promedio 185 917 174 959

29



10

15

20

25

30

ES 2370232 T3

Tabla 4

Datos sin procesar a partir de mezclas de ligadores variables (promedio de muestras por duplicado)

SROa/l,ZA(I)_r-]l Laser de Ligadqr 0 Laser de 780 Ligadqr 0
675 nm corregido nm corregido
50/50 pM 189721 207813
195089 212006
promedio 192405 209910
191080 | (=53,8 pM) 208041 | (=54,3 pM)
50/5 pM 180290 12893
179343 12991
promedio 179817 12942
178492 | (=50,3 pM) 11073 | (=3,2 pM)
5/50 pM 12179 204797
12403 213823
promedio 12291 209310
10966 | (=3,8 pM) 207441 | (=54,2 pM)
5/5 pM
11629 12801
promedio 10960 12491
11295 12646
9970 | (=3,5 pM) 10777 | (= 3,1 pM)

Se obtuvieron los valores en (cursiva en negrita) a partir de las curvas patron para el ensayo de ligador y sonda,

Ensayo para CL-1y HA-1

El protocolo para este ensayo era esencialmente el mismo que se describié para el ensayo del ejemplo 1 anterior.
En resumen, se afiadieron alicuotas (normalmente de 45 pl) de una mezcla madre que contenia 3,75 ug de cada
una de las perlas de sensibilizador a tubos de PCR de 200 pl. Se afiadié a la mezcla madre polinucleotido diana (5
ul) (CL-1, HA-1 o una combinacién de los mismos) a concentraciones apropiadas. Entonces se afiadieron veinte (20)
ul de aceite mineral a cada tubo. Entonces se sometieron las mezclas en los tubos a ciclado térmico tal como sigue:

Ejemplo 3

95°C durante 3 min., 50°C durante 15 min. y 37°C durante 120 min. Se iluminaron los tubos y se leyeron.

Tras la resta del fondo (sin polinucledtido diana en los tubos de reaccién), se determiné el cruce de sefiales de cada
ligador de oligonucledtido en el otro canal. Entonces se corrigieron las sefiales para eliminar el cruce de sefales del
otro canal. Se usoO la sefial corregida para representar graficamente curvas patron para los dos ligadores de
oligonucleétido asi como para determinar el efecto de la presencia de un ligador de oligonucleétido sobre la
cuantificacion del otro ligador (véanse la tabla 5 y la tabla 6). La tabla 5 muestra la concentracion de CL-1 calculada

en presencia de HA-1. La tabla 6 muestra la concentracion de HA-1 calculada en presencia de CL-1.

Entrada de CL-1 (pM)

0,05
0,25
2,5
25,0
100

Tabla 5

’p
o
[&]

0,04
0,23
2,4
24,4
95,3

Entrada de HA-1 (pM)

0,25
0,05
0,23
2,4
24,3
96,6

30

250 25,00
0,05 0,04
022 0,23
23

23,8

100,00
0,04
0,21

94,4
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Tabla 6
Entrada de CL-1 (pM)
Entrada de HA-1 (pM) 0,05 0,25 2,50 25,00 100,00

0,05 0,04 0,03 0,04 0,05 0,05
0,25 0,24 0,24 0,24 0,24 0,25
25 25 2,4 2,4

25,0 23,8 24,0 24,4

100 99,7 101,3 95,5

Ejemplo 4

Amplificacién y cuantificacién de un ADN de Mycobacterium tuberculosis

Se llevaron a cabo la amplificacion y deteccion de ADN diana gendmico de Mycobacterium tuberculosis (M. tb)
usando PCR vy los reactivos para el sistema de produccion de sefiales descrito anteriormente. Se realiz6 la deteccion
con un compuesto quimioluminiscente y dos sensibilizadores.

Se obtuvo ADN diana genémico de Mycobacterium tuberculosis (M. tb) (n.° de registro de GenBank Y14045NID) de
C. Green, SRI International, Menlo Park, CA. La region usada para la amplificacion y deteccion estaba en la
secuencia de insercion 6110 (IS6110) que esta presente en multiples copias por genoma de M. tb (~10
copias/genoma). Todos los cebadores de PCR incluyendo los usados para la generacion del amplicon de control
interno (Cl) de 494 pb se muestran a continuacion. Los nimeros de secuencia son la secuencia 1S6110. La
secuencia especifica de Cl de 24 bases introducida en el amplicon de Cl esta subrayada.

Los cebadores directos fueron:

ZL-3 18 meros 2645-2662

5" CCGTCCCGCCGATCTCGT (SEQ ID NO:12)

LB-3 18 meros 2833-2850

5" CGATCGAGCAAGCCATCT 3’ Tm 66,8 (SEQ ID NO:13)

Los cebadores para introducir la secuencia Q de 24 bases en la region 1S6110 fueron:

LH-1

5’ GACAGTGTAGATAGATGACAGTCGCATCGATCCGGTTCAGCG (SEQ ID NO:14)

LH-2

5" CGACTGTCATCTATCTACACTGTCGGTGGATAACGTCTTTCAC (SEQ ID NO:15)

Los cebadores inversos fueron:

ZL-4 20 meros 2952-2971

5" GACGGTTGGATGCCTGCCTC (SEQ ID NO:16)

LH-4 22 meros 3117-3138

5" ACTGGTAGAGGCGGCGATGGTT (SEQ ID NO:17)

Se construy6 el amplicon de control interno (CI) para M.tb 1S6110 tal como sigue. Se introdujo la secuencia interna
de 24 bases usando procedimientos de PCR convencionales. Los cebadores externos usados fueron ZL-3 y LH-4.
Los cebadores internos LH-1 y LH-2 usados para la sustitucion de la secuencia de TN de 24 bases por las
secuencias de Cl de 24 bases se muestran a continuacion.

Se prepararon amplicones de PCR usando los pares de cebadores ZL-3 y LH-2 y se gener6é un segundo amplicon
usando LH-1 y LH-4. Los amplicones esperados tuvieron 278 y 240 pares de bases, respectivamente. Entonces se

hibridaron los dos amplicones generados, se extendieron y volvieron a amplificarse usando los cebadores externos
ZL-3 y LH-4. Se proceso el producto de amplificacion en un gel de agarosa al 1,5% y se cort6 el amplicon de 494 pb
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del gel. Se volvié a amplificarse el amplicon de Cl con los cebadores externos ZL-3 y LH-4 y se purificd en gel del
producto de 494 pb. Finalmente, se produjo el amplicon de Cl mediante amplificacién por PCR cuantificada usando
electroforesis en gel y patrones de ADNbc conocidos. Se cuantificé también el amplicén de Cl usando dilucion limite
de la diana seguido por amplificacion por PCR. Se purificd el amplicon de CI usando un aparato Microcon-100
(Amicon Inc., Beverly, Massachusetts) para eliminar los nucleétidos y cebadores no incorporados; se almacenaron
alicuotas congeladas a -20°C.

Se usaron las siguientes sondas para la deteccion:

La sonda comun fue:

ZL-5 20 meros 2869-2887

5'(T)20 GCGTACTCGACCTGAAAGAC (SEQ ID NO:18)

Esta sonda se une a la secuencia comun presente en las dianas tanto de Cl como de TN asi como a la secuencia
(A)24 comUn en particulas marcadas. En el ensayo, la sonda se une a la secuencia (A)24 en la particula de agente
quimioluminiscente DopTAR Unica (DopTAR-(A)24).

La sonda especifica de TN fue:
ZN-1 20 meros 2901-2920
5" ACGGATAGGGGATCTCAGTA (TACT)s (SEQ ID NO:19)

Esta sonda se une a la secuencia especifica de TN y también a una particula de sensibilizador de ftalocianina (Pc-
(AGTA)6) mediante la cola de la sonda (TACT)s.

La sonda especifica de ClI fue:
ClI 24 meros 2901-2920 en amplicon de CI solo.
5" GACAGTGTAGATAGATGACAGTCG (CTAT)s (SEQ ID NO:20)

Esta es una sonda especifica de Cl y se une a la secuencia modificada por ingenieria genética de 24 bases presente
en el amplicon de CI. En el ensayo, esta sonda también se une a la particula de sensibilizador de naftalocianina (Nc-
(ATAG)s) mediante la cola de (CTAT)s presente en la sonda.

Todos los oligonucleétidos se sintetizaron por Oligos Etc. Ademas, todas las secuencias de sondas estaban
bloqueadas en 3'-amino segun procedimientos conocidos y se purificaron en gel para impedir la participacion de la
sonda durante la amplificacion por PCR.

Se amplifico el ADN de Cl y diana de M.tb mediante PCR usando el siguiente protocolo. En el ensayo que usa dos
sensibilizadores, la mezcla de reaccién consistia en trifosfato de nucleétidos 200 uM (dNTP) (Pharmacia Biotech.),
cebadores LB-3 y ZL-4 250 nM, 5 unidades de cPfu (Stratagene), 25 nM de cada una de las sondas ZL-5, ZN-1y ClI,
3,75 ug de particula de agente quimioluminiscente comin (DopTAR-(A24)) y 2,5 ng de cada una de las particulas de
sensibilizador especificas (Pc-(AGTA)s ¥ Nc-(ATAG)s) en una reaccion de 50 ul. Se llevo a cabo la reaccién en un
tampdén que consistia en Tris-HCL 10 mM, KCI 50 mM, MgCl, 4 mM, BSA acetilada 0,2 mg/ml (Gibco BRL).
Finalmente, tras la adicidon de la diana, se afiadieron 20 ul de aceite mineral a cada una reacciones. Se realizé el
ciclado térmico de PCR tal como sigue: desnaturalizacion inicial a 95°C (3 min.), {95°C (20 s.), 63°C (1 min.), 73°C (1
min.)} x 36 ciclos, seguido por 75°C (5 min.). Inmediatamente tras la amplificacién por PCR, se desnaturaliz6 el
amplicon bicatenario a 95°C (2 min.), se hibridaron las sondas con la diana a 50°C (15 min.). Entonces, se dejé que
las sondas se uniesen a las particulas de marcador a 37°C durante 60 minutos.

Se amplifico una serie de cantidades conocidas de ADN diana de M.tb en presencia de una cantidad constante de
ADN de CI afadida a la muestra. La amplificacion de la diana de M.tb y la diana de CI con los cebadores LB-3y ZL-
4 da como resultado un amplicén de 139 pb. La sonda comun ZL-5 se une tanto a Mt.b de TN asi como amplicones
de CI por un lado como a la particula quimioluminiscente mediante la cola de la sonda. Sin embargo, la sonda
especifica ZN-1 se une al amplicon de TH y a la particula de ftalocianina (Pc) mientras que la sonda de Cl se une
especificamente al amplicon de Cl y a la particula de naftalocianina (Nc). Tras llevar a cabo la amplificacion e
hibridacion de los reactivos con los amplicones generados, se leyé la sefial quimioluminiscente generada por los
pares de particulas formados con un lector tal como se menciond anteriormente. Se obtuvo la sefial de TN (Pc)
iluminando los tubos con un laser de 675 nm durante 1,0 segundos seguido por lectura de la sefial
quimioluminescente durante 1 segundo. A esto le siguieron 10 segundo de retardo para dejar que toda la sefial de
agente quimioluminiscente del primer par de particulas se descompusiera completamente. Se ley6 la sefial de ClI
(Nc) 6 veces con una iluminacién de un segundo y una lectura de un segundo con un laser de 780 nm. Se resté la
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sefial de fondo (sin diana) de las lecturas. Tras eliminar la sefial de interferencia, se obtuvo la sefial corregida y se
muestra en la tabla 7 (a continuacion).

Tabla 7
Genomas de Cl Sefial Senal Genomas
M.tb (entrada corregida*  corregida** de TN
de TN) de TN de Cl derivados

(Pc)(RLU)  (Nc)(RLU) (TN C)

1,2E+01 0 1160470 1477

4,00E+03 0 1260836 -1605

0 1,20E+02 -56 1143140

0 4,00E+04 61 1263188
5,00E+01 2,00E+04 232015 1136556 45
5,00E+01 2,00E+04 203468 1113000 39
2,00E+02 2,00E+04 673804 949025 315
2,00E+02 2,00E+04 661124 906437 331
2,00E+02 2,00E+04 652938 893193 332
2,00E+03 2,00E+04 941123 632355 1392
2,00E+03 2,00E+04 917323 640118 1282
2,00E+03 2,00E+04 938149 651096 1297
2,00E+04 2,00E+04 1130373 264144 17847
2,00E+04 2,00E+04 1149292 273789 16973
5,00E+04 2,00E+04 1161752 178213 54901
5,00E+04  2,00E+04 1154424 163623 68142

* Sefial de Pc corregida (TN) = [S-Bpc menos (S-Bne x 0,0022)] en la que S-B es el fondo de la sefial. El factor de
correccion 0,0022 refleja el 0,22% de sefial de cruce de Nc en el canal de la sefial de Pc.

** Sefial de Nc corregida (Cl) = [S-Bne menos (S-Bpe X 0,0047)] en la que S-B es el fondo de la sefial. El factor de
correccion 0,0047 refleja el 0,47% de sefal de cruce de Pc en el canal de la sefial de Nc.

Se representd graficamente el log de TN derivado (log de TN C) frente al log de genomas de M. tb afiadidos por
reaccion (log de entrada de TN). Se derivé log TN C de la férmula: Log (TN C) =
v(log(CIl/(TN+CI))+w+log(TN/(TN+CI)) en la que TN y CI son sefiales corregidas de cada perla, v idealmente tiene un
valor de -1 y w idealmente tiene un valor de log(dianas de Cl/por reaccion). Sin embargo, se derivaron los valores de
v y w a partir de un ajuste a una curva patrén para la combinacién especifica de sondas, sensibilizador y reactivos
quimioluminiscentes y condiciones de ensayo. Los resultados se muestran en la figura 5.

La discusién anterior incluye ciertas teorias con respecto a mecanismos implicados en la presente invencion. No
debe interpretarse que estas teorias como que limitan la presente invencion de ningin modo, puesto que se ha
demostrado que la presente invencion logra los resultados descritos.

Aunque la invencion anterior se ha descrito en algin detalle a modo de ilustraciéon y ejemplo para fines de claridad y

comprension, serd obvio que pueden ponerse en practica ciertos cambios o modificaciones dentro del alcance de las
reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

Método para determinar la presencia o las cantidades relativas de mas de dos analitos diferentes que se
sospecha que estan en un medio, comprendiendo dicho método:

a) proporcionar en combinacién (1) un medio que se sospecha que contiene dichos mas de dos analitos
diferentes, (2) al menos dos reactivos sensibilizadores, pudiendo dichos reactivos sensibilizadores generar
oxigeno singlete y pudiendo distinguirse entre si mediante longitud de onda de sensibilizacion, y (3)
multiples reactivos que son reactivos que son composiciones quimioluminiscentes y que pueden activarse
mediante oxigeno singlete y que pueden detectarse diferencialmente mediante diferentes longitudes de
onda de emision o mediante diferentes razones de descomposicién y que estan asociados con un miembro
sbp que puede unirse con un analito, en el que un primer miembro de par de unidn especifica (sbp) esta
asociado con cada uno de dichos reactivos sensibilizadores y en los que, para cada uno de dichos
reactivos sensibilizadores, dicho primer miembro sbp puede unirse a un analito respectivo o a un segundo
miembro sbp para formar un complejo relacionado con la cantidad de dicho analito, y

b) activar diferencialmente dichos reactivos sensibilizadores y detectar la cantidad de sefial generada como
resultado de la activacion de cada uno de dichos reactivos que son reactivos, estando relacionada la
cantidad de la misma con la cantidad de cada uno de dichos diferentes analitos en dicho medio.

Método segun la reivindicacion 1, en el que dicho segundo miembro sbp puede unirse con dicho analito.

Método segun la reivindicacion 1, en el que al menos uno de dichos reactivos que son reactivos comprende
un aceptor de energia fluorescente.

Método segun la reivindicacion 1, en el que al menos uno de dichos reactivos que son reactivos es un
precursor de indicador fotoactivo que se activa mediante oxigeno singlete para formar un indicador
fotoactivo.

Método segln la reivindicacion 1, en el que dicha activacion diferencialmente comprende irradiar dicho
medio con luz de diferentes longitudes de onda.

Método segun la reivindicacion 1, en el que al menos uno de dichos sensibilizadores es un
fotosensibilizador.

Método segun la reivindicacion 6, en el que dicho fotosensibilizador es un colorante.

Método segun la reivindicacion 1, en el que al menos uno de dichos reactivos que son reactivos o dichos
reactivos sensibilizadores esta asociado con una particula.

Método homogéneo segun la reivindicacién 8 para determinar la presencia o las cantidades relativas de
mas de dos analitos diferentes que se sospecha que estan en un medio, comprendiendo dicho método:

a) proporcionar en combinacion (1) un medio que se sospecha que contiene dichos mas de dos analitos, (2)
un fotosensibilizador para cada uno de dichos analitos, estando cada uno de dichos fotosensibilizadores
asociado con una primera particula y generando oxigeno singlete y teniendo una longitud de onda de
sensibilizacion diferente entre si, y (3) composiciones quimioluminiscentes que pueden activarse mediante
oxigeno singlete, asociandose cada uno de éstas con una segunda particula, en el que dichas
composiciones quimioluminiscentes pueden detectarse diferencialmente mediante diferentes longitudes de
onda de emision o mediante diferentes razones de descomposiciéon y en el que las diferentes longitudes de
onda de sensibilizacion y las diferentes longitudes de onda de emision o diferentes razones de
descomposicién dan como resultado la deteccion diferencial de cada uno de dichos analitos y en el que
cada uno de dichos fotosensibilizadores esta asociado con un primer miembro de par de unién especifica
(sbp) y en el que, para cada uno de dichos fotosensibilizadores, dicho primer miembro sbp puede unirse a
un analito respectivo o a un segundo miembro sbp para formar un complejo relacionado con la cantidad de
dicho analito, e

b) irradiar diferencialmente cada uno de dichos fotosensibilizadores con luz y detectar la cantidad de
luminiscencia generada por cada una de dichas composiciones quimioluminiscentes en un tiempo tras la
activacion y a una longitud de onda que corresponde a la razén de descomposicion y longitud de onda de
dicha emision luminiscente, estando relacionada la cantidad de la misma con la cantidad de cada uno de
dichos diferentes analitos en dicho medio.

10. Método segun la reivindicacion 9, en el que al menos uno de dichos fotosensibilizadores es un
colorante.
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11. Método segun la reivindicacion 9, en el que al menos uno de dichos fotosensibilizadores se selecciona
del grupo que consiste en naftocianinas, ftalocianinas, tiazinas, porfirinas, metaloporfirinas, oxazinas,
cianinas, escuarainas, xantenos, merocianinas.

12.Método segun la reivindicacion 9, en el que al menos una de dichas composiciones quimioluminiscentes
es un compuesto olefinico.

13. Método segun la reivindicacién 12, en el que dicho compuesto olefinico se selecciona del grupo que
consiste en tioxenos, dihidrooxazinas y dioxenos.

14. Método segun la reivindicacion 9, en el que dichas particulas primera y segunda se seleccionan
independientemente del grupo que consiste en particulas de latex, liposomas y gotitas de aceite.

15. Método segun la reivindicacion 9, en el que dichos analitos se seleccionan del grupo que consiste en
ligandos, receptores y polinucleotidos.
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FIG. 1
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FIG. 3
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