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DESCRIPCION

Marcadores de ECL que tienen propiedades de enlace no especifico mejoradas, métodos de uso y kits que los
contienen

Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

Se hace referencia a las siguientes patentes publicadas: Patentes de EE.UU. ndms. 5.310.687; 5.591.581;
5.597.910; 5.705.402; 5.846.485; 6.066.448; 6.214.552 y 6.207.369.

Campo de invencién

La presente invencién se refiere a marcadores, preferiblemente marcadores que contienen metal para usar en
ensayos. En particular, la invencion se refiere a marcadores metalicos que tienen ligandos sustituidos con grupos
hidréfilos y/o cargados que evitan el enlace no especifico (“NSB”) de sustancias marcadas a otros materiales. La
invencion se refiere ademas a métodos para llevar a cabo ensayos, preferiblemente ensayos de luminiscencia, que
usan estos marcadores y a kits y composiciones que contienen estos marcadores.

Antecedentes de la invencion

Los documentos citados en esta solicitud se refieren al estado de la técnica a la que pertenece esta invencion.

La deteccion de electroquimioluminiscencia (ECL) ha llegado a ser una importante técnica analitica y se ha aplicado
en procedimientos de analisis general y diagndstico. La electroquimioluminiscencia implica especies
electrogeneradas y la emision de luz. Por ejemplo, la electroquimioluminiscencia puede implicar luminiscencia
generada mediante un procedimiento en que se generan uno 0 mas reactivos de forma electroquimica y
experimentan una o mas reacciones quimicas para producir especies que emiten luz, preferiblemente de forma
repetida.

En la practica, la mayoria de ensayos basados en ECL implican el uso de compuestos electroquimioluminiscentes
como marcadores. La presencia de una sustancia marcada o la participacién de una sustancia marcada en una
reaccion de enlace se determina por medio de la deteccion de electroquimioluminiscencia a partir del marcador de
ECL. Los ensayos para los analitos basados en el uso de reactivos de enlace marcados especificos para un analito
de interés pueden ser homogéneos en la naturaleza (véase la Patente de EE.UU. nim. 5.591.581 y la Solicitud PCT
Publicada WO87/06706) o pueden implicar reacciones de enlace que se dan en una fase sodlida tal como una
particula magnética (véase la Patente de EE.UU. nim. 5.705.402) o una superficie de electrodo (véanse las
Patentes de EE.UU. nums. 6.066.448 y 6.207.369 y la Solicitud PCT Publicada W0O98/12539).

Una clase importante de marcadores de ECL es la de complejos organometalicos de rutenio, osmio o renio que
tienen uno o mas ligandos que contienen nitrdgeno, heterociclicos, polidentados (por ejemplo, bipiridina,
fenantrolina, bipirazina, bipirimidina, etc., o derivados sustituidos de los mismos), tales como los descritos en las
Patentes de EE.UU. niums. 5.310.687; 5.597.910 y 5.591.581 y la Solicitud PCT Publicada WO87/06706. Estos tipos
de marcadores (en particular, marcadores basados en complejos de tris-bipiridil-rutenio) han encontrado un uso
considerable por su estabilidad y la eficacia a la que producen ECL.

En instrumentacion de ECL comercial, la ECL desde estos marcadores se produce tipicamente por oxidacién de los
marcadores en presencia de un co-reactivo de ECL, tal como tripropilamina. El co-reactivo de ECL se oxida también
en el electrodo para producir un reductor fuerte (véase, por ejemplo, la Patente de EE.UU. nim. 5.846.485). La
reaccion altamente energética del reductor y el marcador oxidado lleva a la reduccién y excitacion del marcador a un
estado excitado luminiscente. La emision de un fotdn regenera el marcador en su estado original y permite la
deteccion del marcador.

La electroquimioluminiscencia es una técnica de deteccion extremadamente sensible. La sensibilidad de la técnica
de deteccidon no es a menudo, sin embargo, el factor determinante para la sensibilidad de un ensayo particular. En
los ensayos que implican la interaccion de enlace especifico entre un reactivo de enlace marcado y un compafiero
de enlace (por ejemplo, un analito), la sensibilidad esta a menudo limitada por la sefial de fondo resultante a partir
del enlace no especifico (NSB) del reactivo de enlace marcado con sustancias distintas del compafiero de enlace,
por ejemplo, otros componentes de muestras en bruto, otros reactivos de ensayo, o en el caso de ensayos de enlace
en fase sdlida, la fase sélida en si misma. En algunos casos, el NSB puede llevar ademas a una disminucién de
sefiales a través de la pérdida de reactivo en las superficies de envases, pipetas, etc. Mientras los marcadores de
ECL tienen generalmente mejores propiedades de NSB que otras clases de marcadores, bajo ciertas condiciones, el
NSB puede ser un factor limitante en la sensibilidad del ensayo. Esto se da, por ejemplo, en i) ensayos de ECL que
usan reactivos de enlace marcados, donde el reactivo de enlace en si mismo muestra altos niveles de NSB; ii)
ensayos de ECL que usan reactivos de enlace marcados con numeros grandes de marcadores vy iii) ensayos de ECL
llevados a cabo usando bajas concentraciones de bloqueantes de NSB (tales como proteinas de bloqueo o
detergentes) o llevados a cabo en ausencia de dichos blogueantes.
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Resumen de la invencion

La presente invencion se refiere a bipiridinas y fenantrolinas sustituidas que tienen al menos uno y preferiblemente
dos sustituyentes, comprendiendo los sustituyentes grupos cargados de forma negativa, preferiblemente grupos
sulfato o sulfonato. Estas bipiridinas y fenantrolinas sustituidas, cuando estan presentes como un ligando en un
complejo metalico, reducen el NSB del complejo respecto a bipiridinas o fenantrolinas no sustituidas analogas.
Ademas, la presente invencion se refiere a complejos organometalicos que comprenden dichos ligandos y reactivos
de ensayo marcados que comprenden dichos complejos organometalicos.

La presente invencion se refiere ademas a complejos metalicos luminiscentes que tienen la estructura
ML'L2,

en donde

M es Os o Ru;

L' es L? como se describe debajo o un ligando de bipiridina o fenantrolina sustituida que tiene al menos un
sustituyente que esta unido de forma covalente a i) un material bioldgico y/o un reactivo de ensayo util en un ensayo
0 ii) un resto que puede participar en una reaccion con un material bioldgico y/o un reactivo de ensayo util en un
ensayo para asi formar dicha unién covalente; y

L2 es un ligando de bipiridina o fenantrolina sustituida que comprende un grupo cargado de forma negativa,
preferiblemente un grupo sulfato o sulfonato, actuando dicho grupo para reducir el NSB del complejo respecto al
complejo analogo en que L? es bipiridina o fenantrolina no sustituida. De forma alternativa, L? es un ligando de
bipiridina o fenantrolina sustituida que comprende un grupo hidréfilo neutro, preferiblemente un grupo hidroxilo o una
carboxamida, o un grupo cargado de forma positiva, preferiblemente, un grupo guanidinio.

La presente invencion se refiere ademas a complejos metalicos luminiscentes que tienen la estructura
ML'L?,

en donde

M es Os o Ru;

L2 es un ligando metalico seleccionado a partir del grupo que consiste en:

L
2 T

Z. z
T T
N\ NS =
(\\ hf }q f,; v ,\\ Y

N N

en donde,

T es un grupo de unién que comprende una union alquilo, alquenilo, alquinilo o fenilo, 0 una combinacién de los
mismos, que tiene, opcionalmente, uno o mas carbonos de la cadena sustituidos con un heteroatomo;

Z es —S03, -SO3H, -0S03’, -0OSOzH, -P0O5*, -PO3H", -PO3H,, -OP03%, -OPO3H", -OPO3H,, -OP(R)02’, -OP(R)OzH, -
[NHC(NH,)2]" o -NHC(NH)NH,; y R es alquilo; y

L" es un ligando de bipiridina o fenantrolina sustituida que tiene al menos un sustituyente que esta unido de forma
covalente a i) un material bioldgico y/o un reactivo de enlace Util en un ensayo o ii) un resto que puede participar en
una reaccion con un material biolégico y/o un reactivo de enlace util en un ensayo para asi formar dicha union
covalente; y L' se selecciona, preferiblemente, a partir del grupo que consiste en

Y. W X'W
NE\ NG YWar'e

N\

en donde,

X es un grupo de unién que comprende una unién alquilo, alquenilo, alquinilo o fenilo, o0 una combinacién de los
mismos, que tiene, opcionalmente, uno 0 mas carbonos de la cadena sustituidos con un heteroatomo;
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Y es H o alquilo y

W es un grupo funcional que esta unido a una molécula bioldgica, reactivo de enlace, sustrato enzimatico u otro
reactivo de ensayo, o W es un grupo funcional que cuando esta presente en el ligando es adecuado para conjugar el
ligando a un material bioldgico, reactivo de enlace, sustrato enzimatico u otro reactivo de ensayo.

La presente invencion se refiere ademas a materiales marcados que tienen uno o mas complejos metalicos de la
invencion, preferiblemente complejos metalicos luminiscentes, unidos a un material. En una realizacion, la invencion
se refiere a materiales marcados que tienen la estructura [A]i[B];, en donde A es un complejo metalico luminiscente
de la invencion, B es una sustancia (preferiblemente un material biolégico y/o un reactivo de ensayo util en un
ensayo) unido de forma covalente a uno o mas A, i es un nimero entero mayor que cero y j es un numero entero
mayor que cero (preferiblemente, uno). Preferiblemente, A es un complejo metalico con la estructura ML'L?%; como
se describe anteriormente y A y B estan unidos de forma covalente por medio de un grupo funcional en L'

La presente invencidon se refiere ademas al uso de complejos metalicos luminiscentes de la invencion para la
generacion de luminiscencia. Los complejos pueden usarse en ensayos basados en luminiscencia tal como ensayos
basados en la medida de la intensidad de fotoluminiscencia, fotoluminiscencia resuelta en el tiempo, transferencia de
energia de luminiscencia, apagado de luminiscencia, tiempo de vida de luminiscencia, polarizacién de luminiscencia,
quimioluminiscencia o, preferiblemente, electroquimioluminiscencia. La invencion incluye ademas el uso de
complejos de la invencion en ensayos no luminiscentes tales como ensayos electroquimicos (es decir, ensayos que
implican la medida de corriente o voltaje asociada con la oxidacion o reduccion de los complejos) que incluyen
ensayos electroquimicos que usan el complejo metalico como un marcador redox y ensayos electroquimicos que
usan el complejo metalico como un mediador redox para medir la reduccién u oxidacién de un analito (por ejemplo,
ADN). Preferiblemente, el uso de los complejos metalicos de la invencion lleva a la realizacién del ensayo mejorada
a través de enlace no especifico bajo del complejo respecto a complejos analogos que no presentan grupos
funcionales con bajo NSB.

La presente invencion se refiere ademas a métodos de medida de materiales marcados de la invencion que
comprenden las etapas de i) poner en contacto los materiales marcados con un reactivo de enlace y, opcionalmente,
un soporte en fase solida; ii) formar un complejo de enlace que comprende el reactivo de enlace, los materiales
marcados, y, opcionalmente, el soporte en fase sdlida, iii) inducir a los materiales marcados a producir una sefal,
preferiblemente, luminiscencia, mas preferiblemente ECL y iv) medir la sefial para asi medir el complejo metalico
luminiscente. Preferiblemente, el uso de los complejos metalicos de la invencion lleva a la realizacién mejorada del
ensayo a través de enlaces no especificos bajos del complejo metalico respecto a complejos metalicos analogos que
no presentan grupos funcionales de bajo NSB.

La presente invencion se refiere ademas a métodos de medida de un analito en una muestra que comprende las
etapas de i) poner en contacto la muestra con un reactivo de enlace marcado y opcionalmente un soporte en fase
solida; ii) formar un complejo de enlace que comprende el reactivo de enlace, el analito y, opcionalmente, el soporte
en fase solida; iii) inducir a los marcadores en el reactivo de enlace marcado a producir una sefal, preferiblemente,
luminiscencia, mas preferiblemente ECL y iv) medir la sefal para asi medir el analito en la muestra; en donde el
reactivo de enlace marcado comprende uno o mas de los marcadores de bajo NSB a los descritos anteriormente
unidos de forma covalente a un reactivo de enlace especifico para el analito. Preferiblemente, el uso de los
marcadores de la invencion lleva a la realizacion mejorada del ensayo a través de enlace no especifico bajo de los
marcadores respecto a los marcadores analogos que no presentan grupos funcionales de bajo NSB.

La presente invencion se refiere ademas a métodos para medir un analito en una muestra que comprenden las
etapas de i) poner en contacto la muestra con un analogo marcado del analito, un reactivo de enlace v,
opcionalmente, un soporte en fase soélida; ii) formar un complejo de enlace que comprende el analogo marcado del
analito, el reactivo de enlace y, opcionalmente, el soporte en fase sélida; iii) inducir a los marcadores en el analogo
marcado del analito a producir una sefial, preferiblemente, luminiscencia, mas preferiblemente ECL y iv) medir la
sefial para asi medir el analito en la muestra; en donde el analogo marcado del analito comprende uno o mas de los
marcadores de bajo NSB descritos anteriormente unidos de forma covalente a un analogo del analito, y en donde
dicho analogo del analito compite con el analito para unirse al reactivo de enlace. Preferiblemente, el uso de los
marcadores de la invencioén lleva a la realizacién mejorada del ensayo a través de enlace no especifico bajo del
complejo respecto a marcadores analogos que no presentan grupos funcionales de bajo NSB.

La presente invencion se refiere ademas a métodos de medida de un analito o una actividad quimica o biolégica en
una muestra que comprenden las etapas de i) poner en contacto una muestra que contiene el analito o la actividad
quimica o biolégica (o una muestra que contiene sustratos o productos de la actividad) con un complejo metalico de
bajo NSB de la invencion; ii) inducir al complejo metalico a producir una sefal, preferiblemente luminiscencia, mas
preferiblemente electroquimioluminiscencia y iii) medir la sefial para asi detectar o medir la actividad quimica o
bioldgica.

La presente invencion se refiere ademas a métodos para mejorar ensayos existentes que emplean complejos
metalicos sustituyendo los complejos metalicos o ligandos en los complejos metalicos con los marcadores de NSB
bajo o ligandos de la invencién.
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La invencion se refiere ademas a kits y composiciones que contienen los ligandos de NSB bajo y complejos
metalicos de la invencion.

Breve descripcién de los dibujos

La Figura 1 muestra los resultados de una comparacién de inmunoensayos tipo sandwich basados en ECL en
electrodos de compuesto de carbono que usan anticuerpos marcados con complejos 20, 8 y 10. La figura muestra
las sefiales no especificas y especificas como una funcién del niumero de marcadores por anticuerpo.

La Figura 2 muestra los resultados de una comparacién de inmunoensayos tipo sandwich basados en ECL en
electrodos de compuesto de carbono que usan anticuerpos marcados con complejos 20, 2, 15, 12, 17 y 15. La figura
muestra las sefales no especificas y especificas como una funcién del niumero de marcadores por anticuerpo.

La Figura 3 muestra los resultados de una comparaciéon de inmunoensayos tipo sandwich basados en ECL llevados
a cabo en particulas magnéticas que usan anticuerpos marcados con complejos 20 y 2. La figura muestra las
sefiales no especificas y especificas como una funcién del nimero de marcadores por anticuerpo.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se refiere a marcadores mejorados para usar en ensayos para la medida de un analito de
interés. La palabra “medida” y las formas verbales de “medir” como se usan en este documento se refieren a
determinaciones tanto cuantitativas como cualitativas. Se entiende que “medida” incluye la comparacion de una
cantidad respecto a uno o mas valores umbral o patrones, ademas de determinaciones llevadas a cabo para
detectar la presencia de alguna y/o la incidencia de un suceso (por ejemplo, la presencia de un analito o marcador
en una disolucién o la emisién de luminiscencia). Una realizacion preferida de la invencién se refiere a complejos
organometalicos luminiscentes Utiles como marcadores en ensayos de ECL. Los complejos comprenden uno o mas
ligandos metdlicos de fenantrolina o bipiridina sustituida, teniendo al menos uno de los ligandos metalicos
sustituyentes que evitan el enlace no especifico del ligando (dichos ligandos se denominan en adelante como
ligandos de bajo NSB). Los sustituyentes de bajo NSB preferidos comprenden grupos cargados de forma negativa.
Los grupos cargados de forma negativa se entiende que incluyen grupos cargados de forma positiva o neutra que
pueden desprotonarse en agua a un estado cargado de forma negativa (es decir, que tienen pKss entre 0 y 14).
Grupos cargados de forma negativa adecuados incluyen carboxilatos, fosfatos, fosfonatos, sulfatos y sulfonatos
(ademas de sus formas protonadas). Preferiblemente, el grupo cargado de forma negativa no reaccionara bajo las
condiciones usadas para combinar aminas y acidos carboxilicos mediante enlaces amida. Grupos cargados de
forma negativa preferidos incluyen sulfatos y, lo mas preferiblemente, grupos sulfonato debido a su alta estabilidad,
bajo pKa, y relativa insensibilidad a las condiciones y reactivos usados para combinar aminas y acidos carboxilicos
para formar enlaces amida (por ejemplo, un sulfonato en un ligando de un complejo metélico no interferira con el uso
de una carbodiimida para combinar un acido carboxilico en otro ligando con un reactivo que contiene amina. Los
fosfatos y fosfonatos son también utiles, aunque reaccionaran con algunos reactivos activadores de acido carboxilico
tales como carbodiimidas; cuando estas reacciones se dan bajo condiciones acuosas, los productos de estas
reacciones son a menudo inestables y no afectan al resultado final de una reacciéon de conjugacion. En una
realizacion alternativa de la invencion, los ligandos de bipiridina o fenantrolina se sustituyen con sustituyentes que
comprenden grupos hidréfilos neutros, preferiblemente grupos hidroxilo o carboxamidas, o grupos cargados de
forma positiva, preferiblemente, grupos guanidinio (dichos ligandos son ademas los elegidos mas preferiblemente ya
que son insensibles a las condiciones estandar usadas para hacer enlaces amida).

Los ligandos se disefian de manera que los complejos organometdlicos que comprenden los ligandos daran,
respecto a los complejos organometalicos analogos que comprenden bipiridinas o fenantrolinas no sustituidas,
menor enlace no especifico mientras, preferiblemente, dan ademas sefiales de ECL comparables (con un factor de
2) o mejores en una base por marcador. Los grupos cargados de forma negativa, preferiblemente, no estan unidos
directamente a los anillos de fenantrolina o bipiridina aunque estan unidos a través de uniones tales como uniones
alquilo, alquenilo, alquinilo y/o fenilo para asi no tener efecto perjudicial en las propiedades de ECL de los complejos
organometalicos que comprenden el ligando (por ejemplo, afectando las propiedades redox, rendimientos cuanticos
de luminiscencia, energia de los estados excitados o estabilidad del marcador). Dichas uniones pueden incluir
heteroatomos en la cadena de unién o como sustituyentes, aunque estos heteroatomos, preferiblemente, no estan
unidos directamente a los anillos de bipiridina o fenantrolina (por ejemplo, carbonos en una cadena de unién alquilo
puede sustituirse con oxigenos para formar una o mas uniones alquiléter o uniones oligo-etilenglicol). Uniones
preferidas son grupos fenilo y alquilo. Se prefieren especialmente grupos alquilo cortos (uno a cinco carbonos)
debido a su relativamente menor influencia en la ECL y su relativa incapacidad para abrir o desnaturalizar proteinas
cuando se incorporan en marcadores organometalicos unidos a la proteina. Son las mas preferidas las uniones de
carbono Unico ya que apantallan los restos bipiridina o fenantrolina del grupo funcional de bajo NSB mientras que no
proporcionan area superficial hidréfoba adicional o aumentan sustancialmente el volumen efectivo del marcador.

Los ligandos estan preferiblemente disustituidos en las posiciones 5 y 5’ o, lo mas preferiblemente, las posiciones 4
y 4’ por ligandos bipiridilo o las 3 y 8 o, mas preferiblemente, las posiciones 4 y 7 para ligandos fenantrolilo; en
complejos metalicos, estas posiciones tienen alta accesibilidad de disolvente y muestran impedimento estérico
limitado. Se muestran debajo ligandos de bajo NSB ejemplares para bipiridinas sustituidas en las posiciones 4 y 4’ y
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fenantrolinas sustituidas en las posiciones 4 y 7. No se muestran otros patrones de sustitucion pero pueden definirse
por analogia.

donde

T = un grupo de union, preferiblemente, una unién alquilo, alquenilo, alquinilo o fenilo, o una combinacion de los
mismos, que tiene opcionalmente uno o mas carbonos de la cadena sustituidos con un heteroatomo

Z = -S0j, -SOzH, -0S03, -OSOzH, -PO3>, -PO3H", -PO3Hy, -OP03%, -OPOzH’, -OPO3Hy, -OP(R)Oy’, -OP(R)O2H, -
INHC(NH2)2]" 0 -NHC(NH)NH;

n = un nimero entero, preferiblemente, entre 1-5, lo mas preferiblemente 1
R = alquilo, preferiblemente metilo.

La presente invencion se refiere a complejos organometalicos que comprenden uno de los ligandos de bajo NSB
mencionados anteriormente quelados a un atomo metalico, por ejemplo, Co, Ni, Cu, Ru, Rh, Pd, Ag, Re, Os, Ir, Pt,
Fe Tc, Cr, Mo y W. Una clase importante de dichos complejos es la de complejos activos por ECL luminiscentes de

Os, preferlblemente en los estados de oxidacion Ru(ll) o Os(ll). La invencion incluye complejos con la férmula
ML 3, donde L? es un ligando de bajo NSB de la invencion M es Ru 0 Os preferiblemente en los estados de
oxidacion Ru(ll) o Os(ll). Se entiende que las notaciones como ML?; o ML'L?%, como se usan en este documento, no
excluyen a los complejos de tener una carga neta total (como se determina por el estado de carga de los ligandos y
el estado de oxidacion del metal), y que los complejos pueden asomarse con contraiones para asi formar una
composicion con una carga neutra total. La clase de complejos ML?; es especialmente Util en aplicaciones que usen
compuestos activos por ECL no conjugados, libres, (véase, por ejemplo, Patente de EE.UU. num. 5.641.623) y
reducirian la adsorciéon de complejo en la mayoria de superficies del electrodo.

En aplicaciones que usan complejos activos por ECL como marcadores, una clase particularmente util de complejos
tienen la formula ML'L%, donde M es Ru o Os (preferlblemente en los estados de oxidacion Ru(ll) o Os(ll)), L?es un
ligando de bajo NSB como se describe anteriormente, y L' es una bipiridina o fenantrolina sustituida que esta unida
de forma covalente a una molécula bioldgica, reactivo de enlace, sustrato enzimatico u otro reactivo de ensayo (es
decir, para formar un reactivo marcado, donde “marcador” se refiere al componente de complejo metdlico del
reactivo marcado) o, de forma alternativa, tiene un sustituyente que es capaz de conjugarse de forma covalente a
una molécula bioldgica, reactivo de enlace, sustrato enziméatico u otro reactivo de ensayo para asi formar un reactivo
marcado. Dichos ligandos pueden denominarse en este documento como ligandos de unién.

Los materiales bioldgicos se refieren en este documento a materiales de origen bioldgico o analogos sintéticos de
los mismos, por ejemplo, aminoacidos, nucledsidos, nucleétidos, proteinas, péptidos (y peptidomiméticos), acidos
nucleicos (ademas de analogos que tienen bases modificadas o uniones no naturales, por ejemplo, PNAs),
hormonas, vitaminas, azlcares, mensajeros secundarios, polisacaridos, esteroides, lipidos, fosfolipidos, células,
organulos, fragmentos subcelulares, virus, priones, etc. Los reactivos de enlace son reactivos capaces de participar
en una interaccién de enlace especifico con otro material. Ejemplos de reactivos de enlace incluyen: enzimas,
anticuerpos (y fragmentos de los mismos), receptores, ligandos de receptores biolégicos, ligandos metalicos, acidos
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nucleicos, intercaladores de &acidos nucleicos, aglutinantes de los surcos mayor y menor del acido nucleico,
haptenos, avidina, estreptavidina, biotina, etiquetas de purificacion (tales como FLAG, myc, glutatién S-transferasa,
His-tag, etc.), comparieros de enlace de etiquetas de purificacion (tales como anticuerpos especificos, glutation,
acido nitrilotriacético, acido iminodiacético, etc.), etc. Los sustratos enzimaticos incluyen moléculas que se
transforman en reacciones catalizadas por enzimas e incluyen cofactores, acidos nucleicos que se unen o rompen
por enzimas, y péptidos que se unen o rompen por enzimas.

Ejemplos de grupos funcionales que cuando estan presentes en el ligando son adecuados para conjugar el ligando a
un material biolégico, reactivo de enlace, sustrato enzimatico u otro reactivo de ensayo, incluyen grupos funcionales
conocidos en la técnica de la quimica de conjugacion tales como: aminas, tioles, hidrazidas, acidos carboxilicos,
acidos carboxilicos activados (por ejemplo, cloruros de acilo y ésteres activos tales como ésteres de N-
hidroxisuccinimida), hidroxilos, haluros de alquilo, isocianatos, isotiocianatos, cloruros de sulfonilo, fosfatos,
fosfonatos o fosforamiditas activados, alquenos, alquinos, carbamatos y carbonatos activos, aldehidos, cetonas,
maleimidas, disulfuros, carbonilos a,B-insaturados, carbono unido a grupos salientes tales como haluros, mesilo,
tosilo, tresilo, etc. Para informacion adicional sobre grupos funcionales utiles para conjugar marcadores a reactivos y
técnicas utiles de conjugacion, el lector se dirige a G. Hermanson, A. Mallia y P. Smith, Immobilized Affinity Ligand
Techniques (Academic Press, San Diego, 1992) y G. Hermanson, Bioconjugate Techniques (Academic Press, San
Diego, 1996). Los grupos funcionales preferidos incluyen aminas, acidos carboxilicos, ésteres activos y, lo mas
preferiblemente, ésteres de N-hidroxisuccinimida. Preferiblemente, dichos grupos funcionales estan unidos a un
anillo de bipiridina o fenantrolina por medio de una cadena de unién que comprende grupos alquilo, alquenilo,
alquinilo y/o fenilo para asi limitar el efecto del grupo funcional en la ECL. Dichas uniones pueden incluir
heteroatomos en la cadena de unién o como sustituyentes, aunque estos heteroatomos estan, preferiblemente, no
enlazados directamente a los anillos de bipiridina o fenantrolina (por ejemplo, los carbonos en una cadena de unién
alquilo pueden sustituirse con oxigenos para formar alquiléteres o uniones de oligo(etilenglicol)). Los ligandos se
sustituyen preferiblemente en las posiciones 5 y/o 5 o lo mas preferiblemente, en las posiciones 4 y/o 4’ para
ligandos bipiridilo o preferiblemente sustituidos en la 3 y/o 8 o lo mas preferiblemente, en las posiciones 4 y/o 7 para
ligandos fenantrolina; en complejos metalicos, estas posiciones muestran impedimento estérico limitado. Ejemplos
de ligandos de unién adecuados se muestran debajo. Los ligandos se muestran como estando sustituidos en las
posiciones 4 y 4’ para bipiridina o las posiciones 4 y 7 para fenantrolina, sin embargo, las estructuras de ligandos
con otros patrones de sustitucion estan claros por analogia.

donde

X = un grupo de union, preferiblemente, una unién alquilo, alquenilo, alquinilo o fenilo, o una combinacién de los
mismos, que tiene opcionalmente un carbono de la cadena sustituido con un heteroatomo

Y = H o alquilo, preferiblemente, -CH3

W = un grupo funcional que esta unido a una molécula bioldgica, reactivo de enlace, sustrato enzimatico u otro
reactivo de ensayo, o un grupo funcional que cuando esta presente en el ligando es adecuado para conjugar el
ligando a un material bioldgico, reactivo de enlace, sustrato enzimatico u otro reactivo de ensayo

m = un numero entero, preferiblemente, entre 1-5.

En algunas realizaciones de la invencion, los marcadores de la invencion estan unidos de forma covalente a otra
sustancia (por ejemplo, un material biolégico, reactivo de enlace, sustrato enzimatico u otro reactivo de ensayo) y se
usan como marcadores para permitir la medida de la sustancia. Una realizacién preferida se refiere a materiales
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marcados que tienen la estructura [A]i[B];, en donde A es un complejo metélico luminiscente de la invencion, B es
una sustancia (preferiblemente, un material bioldgico, reactivo de enlace, sustrato enzimatico u otro reactivo de
ensayo) unido de forma covalente a uno o mas A, i es un nimero entero mayor que cero y j es un nimero entero
mayor que cero (preferiblemente, uno). La unién covalente puede proporcionarse mediante una variedad de uniones
covalentes conocidas en la técnica de la quimica de conjugacién, por ejemplo, enlaces amida, uniones amina,
éteres, tioéteres, carbamatos, ureas, tioureas, Bases de Schiff, enlaces carbono-carbono, esteres ésteres de
fosfato, sulfonamidas, etc. Lo mas preferiblemente, A es un complejo metélico con la estructura ML'L%, en donde M
es Ru o Os (preferiblemente en los estados de oxidacion Ru(ll) o Os(ll)), L? es un ligando de bajo NSB de la
invencion como se descnbe anteriormente, y A y B estan unidos de forma covalente por medio de un grupo funcional
en un ligando de unién L' como se descrlbe anteriormente. Otra realizacién de la invencion se refiere a una
sustancia marcada con la estructura ML'L?, en donde M es Ru o Os (preferiblemente en los estados de oxidacion
Ru(ll) o Os(Il)), L? es un ligando de bajo NSB de la invencion y L' es un ligando de unidén que esta unido a otra
sustancia (preferlblemente un material bioldgico, reactivo de enlace, sustrato enzimatico u otro reactivo de ensayo).
Ejemplos de L' adecuados segun este aspecto de la invencién, se muestran debajo. Los ligandos se muestran como
estando sustituidos en las posiciones 4 y 4’ para bipiridina o las posiciones 4 y 7 para fenantrolina, sin embargo, las
estructuras de ligandos con otros patrones de sustitucion estan claras por analogia.

donde

X = un grupo de unién, preferiblemente, una union alquilo, alquenilo, alquinilo o fenilo, o una combinacion de los
mismos, habiendo sustituido opcionalmente un carbono de la cadena por un heteroatomo

Y = H o alquilo, preferiblemente, -CH3

B = una sustancia, preferiblemente, una molécula bioldgica, reactivo de enlace, sustrato enzimatico u otro reactivo
de ensayo

W = un grupo funcional que esta unido a B
m = un numero entero, preferiblemente, entre 1-5.

Los marcadores y materiales marcados de la invencidn son utiles en una amplia variedad de formatos de ensayo
conocidos que emplean complejos metalicos, preferiblemente, complejos metalicos luminiscentes, por ejemplo,
ensayos basados en la medida de intensidad de fotoluminiscencia, fotoluminiscencia resuelta en el tiempo,
transferencia de energia de luminiscencia, apagado de luminiscencia, tiempo de vida de luminiscencia, polarizacion
de luminiscencia, quimioluminiscencia o, preferiblemente, electroquimioluminiscencia. Para ejemplos de métodos
para llevar a cabo ensayos de ECL, el lector se dirige hacia las Patentes de EE.UU. nims. 5.591.581; 5.641.623;
5.643.713; 5.705.402; 6.066.448; 6.165.708; 6.207.369 y 6.214.552 y las Solicitudes PCT Publicadas WO87/06706 y
WO098/12539. Preferiblemente, el uso de los complejos metélicos luminiscentes de la invencion lleva a la realizacion
mejorada del ensayo a través de enlace no especifico bajo del complejo respecto a los complejos analogos que no
presentan grupos funcionales de bajo NSB. El uso de los complejos metalicos luminiscentes, preferiblemente, lleva a
una mejora en un ensayo dado en la relacion de sefial especifica a no especifica de mas que o igual a un factor de
dos, o mas preferiblemente, mas que o igual a un factor de 5.

En algunas aplicaciones, los complejos metalicos luminiscentes de la invencion se usan como marcadores para
permitir la monitorizacion de reactivos de ensayo tales como sustratos enzimaticos o reactivos de enlace. Se ha
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encontrado que los reactivos marcados con los complejos metalicos luminiscentes de la invencién (especialmente
complejos que presentan grupos cargados de forma negativa) muestran significativas disminuciones en el enlace no
especifico respecto a reactivos marcados con complejos analogos que no presentan grupos funcionales de bajo
NSB. El uso de los complejos metalicos luminiscentes de la invenciéon reduce significativamente la necesidad de
reactivos de bloqueo para reducir el enlace no especifico, reduce la pérdida de reactivos en las superficies de los
envases Y lineas fluidicas, y reduce las sefales no especificas debido a las interacciones no especificas de reactivos
de enlace marcados. Estos efectos son mas pronunciados cuando los reactivos, por ejemplo, anticuerpos y otras
proteinas, estan unidos a multiples marcadores. Se han preparado reactivos unidos a 4-7, 7-10, 10-15, 15-20 y mas
de 20 marcadores y se han observado solo cantidades menores de enlace no especifico. Yendo a mayores nimeros
de marcadores por reactivo, las sefiales de ensayo pueden aumentarse (respecto a ensayos que usan complejos
metalicos luminiscentes que no presentan grupos funcionales de bajo NSB) de 2-5 veces, 5-10 veces o mas,
mientras mantienen relaciones equivalentes o mejoradas significativamente de sefiales especificas a no especificas.
De forma alternativa, bajo condiciones que dan sefiales especificas equivalentes, la relacion de sefial especifica a
no especifica se mejora grandemente.

Muchos formatos de ensayo emplean soportes en fase sdlida para asi combinar la medida de un analito o actividad
a la separacion de reactivos marcados en partes soportadas en fase de disolucion y fase sélida. Ejemplos incluyen
ensayos de enlace en fase solida que miden la formacion de un complejo de un material y su compariero de enlace
especifico (estando uno del par inmovilizado, o capaz de inmovilizarse, en el soporto en fase sélida), la formacion de
complejos tipo sandwich (que incluyen un reactivo de captura que se inmoviliza, o capaz de inmovilizarse, en el
soporte en fase solida), la competiciéon de dos competidores por un compafnero de enlace (inmovilizandose el
companiero de enlace o uno de los competidores, o capaz de inmovilizarse, en el soporte en fase sélida), la rotura
enzimatica o quimica de un marcador (o material marcado) desde un reactivo que estd inmovilizado, o capaz de
inmovilizarse en un soporte en fase sélida y la unién enzimatica o quimica de un marcador (o material marcado) a un
reactivo que esta inmovilizado o capaz de inmovilizarse en un soporte en fase sdlida. La cantidad de analito o
actividad se determina midiendo la cantidad de marcador en el soporte en fase sélida y/o en disolucion, llevandose a
cabo las medidas tipicamente por medio de una técnica selectiva de superficie, una técnica selectiva en disolucion, o
después de la separacion de las dos fases. El término “capaz de inmovilizarse” se usa en este documento para
referirse a reactivos que pueden participar en reacciones en disolucion y capturarse posteriormente en una fase
sélida durante o antes de la etapa de deteccion. Por ejemplo, el reactivo puede capturarse usando un compafiero de
enlace especifico del reactivo que se inmoviliza en la fase soélida. De forma alternativa, el reactivo se une a un resto
de captura y un compariero de enlace especifico del resto de captura se inmoviliza en la fase sélida. Ejemplos de
pares Uutiles de resto de captura-compafiero de enlace incluyen biotina-estreptavidina (o avidina), anticuerpo-
hapteno, receptor-ligando, acido nucleico-acido nucleico complementario, etc.

Es particularmente importante en los ensayos de enlace en fase sdlida que los reactivos marcados no enlacen de
forma no especifica a la fase sdlida porque ese enlace puede dar por resultado una sefial no especifica y reducir de
forma significativa la sensibilidad de los ensayos. Se han ensayado reactivos marcados con marcadores de la
invencion en ensayos de ECL que usan particulas magnéticas como soportes en fase soélida y los ensayos de ECL
que usan electrodos como soportes en fase sélida. En ambos casos, las comparaciones a ensayos que usan
marcadores que no presentan grupos funcionales de bajo NSB mostraron que los ensayos que usan los marcadores
de la invencion podrian optimizarse para funcionar con reactivos marcados de forma mas pesada (por ejemplo, 4-7,
7-10, 10-15, 15-20 y mas que 20 marcadores por reactivo), para dar sefiales mayores (por ejemplo, mejoras de 2-5
veces, 5-10 veces 0 mas) y para producir relaciones mayores de sefales especificas a no especificas (por ejemplo,
mejoras de 1-2 veces, 2-5 veces o0 mas de 5 veces). Los marcadores de la invencion han probado que son
particularmente beneficiosos en evitar el enlace no especifico de marcadores y reactivos marcados a electrodos que
contienen carbono usados como soportes para ensayos de fase sélida y/o como electrodos para inducir la ECL.
Dichos electrodos incluyen electrodos que comprenden fibrillas de carbono u otras particulas de carbono tales como
electrodos de compuestos plasticos que comprenden fibrillas de carbono o particulas de carbono dispersas en una
matriz polimérica. Se han observado también efectos beneficiosos en ensayos llevados a cabo en electrodos que
comprenden una capa fina de tinta de carbono soportada en un soporte (como se describe en la solicitud anexa
publicada mientras tanto como Patente de EE.UU. nim. 6.977.722, titulada “Assay Plates, Reader Systems and
Methods for Luminiscence Test Measurements”, presentada en la misma fecha).

Otro aspecto de la invencion se refiere a kits para usar en ensayos conductores, preferiblemente ensayos de
luminiscencia, mas preferiblemente ensayos de electroquimioluminiscencia, que comprenden los ligandos y/o
complejos metalicos de la invencion y al menos un componente de ensayo seleccionado del grupo que consiste en:
(a) al menos un co-reactivo de electroquimioluminiscencia; (b) uno o mas reactivos de enlace; (c) uno o mas
tampones de pH; (d) uno o mas reactivos de bloqueo; (e) uno o mas conservantes; (f) uno o mas agentes de
estabilizacién; (g) una o mas enzimas; (h) uno o mas sustratos enzimaticos; (i) una o mas particulas magnéticas; (j)
uno o0 mas electrodos adecuados para inducir la ECL y (k) uno o mas detergentes. Preferiblemente, al menos uno de
dichos componentes de ensayo esta unido de forma covalente a un ligando o complejo metalico de la invencion.

Preferiblemente, el equipo comprende los ligandos y/o complejos metalicos de la invenciéon y al menos un
componente(s) de ensayo en uno o mas, preferiblemente dos o mas, mas preferiblemente tres o mas envases.
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Segun una realizacion, el equipo comprende los ligandos y/o complejos metalicos de la invencién y uno o mas de los
componentes de ensayo en uno o mas envases en forma seca.

Segun una realizacion, los ligandos y/o complejos metalicos de la invencién y los componentes de ensayo estan en
envases separados.

Una realizacion preferida se refiere a un equipo para usar en la realizacion de ensayos de
electroquimioluminiscencia que comprenden al menos un marcador segun la invencion y al menos un co-reactivo de
electroquimioluminiscencia.

Segun una realizacion preferida, el equipo comprende el marcador de la invencién y comprende ademas al menos
un biorreactivo seleccionado de: anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, proteinas, enzimas, sustratos enzimaticos,
inhibidores, cofactores, antigenos, haptenos, lipoproteinas, liposacaridos, células, componentes sub-celulares,
receptores celulares, virus, acidos nucleicos, antigenos, lipidos, glicoproteinas, carbohidratos, péptidos,
aminoacidos, hormonas, ligandos de enlace a proteinas, agentes farmacoldgicos o combinaciones de los mismos.

Otro aspecto de la invencion se refiere a composiciones que comprenden el ligando metalico o complejo metalico de
la invencién unido a una sustancia de realizacion del ensayo.

Una realizacién de la invencion se refiere a una composicion para la deteccion de un analito de interés presente en
una muestra, cuya composicion comprende:

(i) el complejo metalico de la invencién que contiene un grupo funcional y

(i) una sustancia de realizacion del ensayo unida a dicho grupo funcional, siendo dicha sustancia de
realizacion del ensayo capaz de unirse al analito de interés o estar unida al analito de interés.

Preferiblemente, la composicién comprende ademas al menos una sustancia seleccionada del grupo que consiste
en

(i) analito de interés afiadido o analogo de dicho analito afiadido;
(i) un compariero de enlace de dicho analito o un compafiero de enlace de dicho anédlogo; y
(iii) un componente reactivo capaz de unirse con (i) o (ii).

Aun otra realizacion de la invencion se refiere a una composicion para la detecciéon de un analito de interés presente
en una muestra, cuya composicion comprende:

(a) el complejo metalico de la invencion y

(b) una sustancia de realizacion del ensayo unida a dicho complejo, en donde dicha sustancia de realizacion
del ensayo contiene al menos una sustancia seleccionada del grupo que consiste en:

(i) analito de interés afiadido o analogo de dicho analito afiadido;
(i) un compariero de enlace de dicho analito o un compafiero de enlace de un andlogo de dicho analito; y
(iii) un componente reactivo capaz de unirse con (i) o (ii).

Una realizacién aun adicional de la invencion se refiere a una composicion de materia para usar como un reactivo en
un ensayo que comprende el ligando metalico o complejo metalico de la invencion unido a una sustancia de
realizacion del ensayo y al menos otro componente seleccionado del grupo que consiste en:

(a) electrolito;

(b) analito de interés o un analogo del analito de interés;

(c) un compafiero de enlace del analito de interés o de su analogo;
(d) un componente reactivo capaz de reaccionar con (b) o (c); y
(e) un co-reactivo de ECLy

con la condicion que, sin embargo, dos componentes contenidos en cualquier composicion reactiva no sean
reactivos el uno con el otro durante el almacenaje para asi afectar su funcién en el ensayo previsto.
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EJEMPLOS

Instrumentacion de ECL

Los ejemplos de ECL presentados en este documento se llevaron a cabo en una variedad de instrumentacion de
ECL. Algunos métodos usaron particulas magnéticas como soportes en fase solida para ensayos de enlace como se
describe en las Patentes de EE.UU. nims. 5.935.779; 6.133.043 y 6.200.531. Dichas medidas de ECL implican la
recogida de las particulas magnéticas en un electrodo de platino, aplicacion de energia eléctrica al electrodo y
medida de la luminiscencia emitida. Otros ejemplos emplearon electrodos compuestos que comprendian fibrillas de
carbono dispersas en una matriz polimérica tanto para el soporte en fase solida para ensayos de enlace como el
electrodo para la induccion de ECL (como se describe en la Patente de EE.UU. nim. 6.207.369 y la Solicitud PCT
Publicada W098/12539). Por las diferencias en los electrodos, instrumentacién, detectores de luz, beneficios del
detector, etc., las sefales de ECL presentadas en los diferentes ejemplos no deberian compararse directamente.

Ejemplo 1. Sintesis del Ligando 1

SOJNH
303Na

Se anadio sulfito sodico (1,3 g) a una suspension que contenia 1,7 g de 4,4’-bis-bromometilbipiridina (Fraser et al., J.
Org. Chem. 1997, 62, 9314-9317) en 250 mL de una mezcla 7:3 de agua/metanol. La mezcla se puso a reflujo
durante 60 min, se enfrio, y después se concentré a ~50% de su volumen original por evaporacion rotatoria. La
disolucion acuosa restante se lavé con 2 x 20 mL de acetato de etilo. La fase acuosa se concentré hasta sequedad
por evaporacion rotatoria. El material sélido restante se secd adicionalmente en alto vacio. El producto se extrajo a
partir del material sélido en 3 x 100 mL partes de agua hirviendo al 1%/metanol (agitando el sélido en cada parte
durante 5 min antes de recoger el sobrenadante por filtracién). Los filtrados se combinaron y se concentraron por
evaporacion rotatoria para dar un producto sélido en bruto. El producto se purificd por recristalizacion a partir de
agua/isopropanol y se lavo con 1:4 de agualisopropanol, isopropanol y éter para dar un sélido blanco puro. Los
rendimientos tipicos son ~50% aunque pueden mejorarse recuperando producto del sobrenadante de
recristalizacion.

Ejemplo 2. Sintesis del Complejo 2

Na0,S

La primera etapa de la sintesis implico preparar el complejo del ligando acido 4-(4-metil-2,2-bipiridina-4’-il)-butirico
con RuCls mediante una modificaciéon del procedimiento de Anderson et al. (J. Chem. Research (S) 1979, 74-75). Se
combind hidrato de RuCls (0,94 g) con 4 mL de HCI 1IN y 8 mL de agua y se disolvi6 mediante mezcla vigorosa.
Mientras se mezcla la disolucidon resultante, se afadieron 1,02 g del ligando acido 4-(4-metil-2,2-bipiridina-4’-il)-
butirico (Solicitud PCT Publicada num. WO87/06706). La mezcla se mezclé vigorosamente durante 36 horas, tiempo
durante el que el complejo ligando-RuCls precipité a partir de la disolucién. La suspension del producto se enfrié y el
producto se recogié por filtracion, se lavdé con HCI 1N, agua y éter, y se seco al vacio. Los rendimientos tipicos
fueron aproximadamente 60%.
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El complejo resultante (0,47 g) se combind con 0,78 g del ligando 1 de bipiridina que contiene sulfonato en 75 mL de
etilenglicol. La disolucién se puso a reflujo y se monitorizé por adsorcion visible a 455 nm para determinar cuando se
completd la formacién de producto (menos de 2,5 horas). El disolvente se elimind por evaporacion rotatoria (usando
una temperatura de bafio <100°C) y el residuo se disolvio en 15 mL de NaOH 1N y se incubd en la oscuridad
durante 2 horas para hidrolizar cualquier éster que pudiera haberse formado durante la formacién del complejo. La
disolucion se diluy6é a 750 mL con acido férmico 10 mM y se cargd en una columna de 100 mL de QAE-Sephadex A-
25 (equilibrada previamente con NaCl 500 mM, &cido formico 10 mM y después se lavéd con cantidades copiosas de
acido formico 10 mM). El producto se eluyé usando un gradiente de NaCl 0-250 mM en acido féormico 10 mM. La
fraccion de producto se concentré por evaporacion rotatoria. La mayoria de la sal se eliminé extrayendo el producto
sélido en 5 x 10 mL de metanol frio (con la adicién de una pequefia cantidad de agua si es necesario), concentrando
el extracto y repitiendo el procedimiento de extraccién una vez mas. El producto se purificé entonces en silice en
fase inversa usando 5:95:0,1 de acetonitrilo/agua/acido trifluoroacético como el eluyente. El producto purificado en
fase inversa se disolvio en ~2 mL de agua y el pH se ajustd a 6-8 con NaOH 1N. La disolucién resultante se aplicod a
una columna de 100 mL de Sephadex G-15 y se eluyd con agua. La fraccion de producto se liofilizd para dar el
producto como un sélido naranja puro. Los rendimientos tipicos fueron ~50%. Las tres etapas de cromatografia
podrian sustituirse con una unica purificacion en QAE-Sephadex A-25 usando un gradiente de una sal volatil tal
como acetato de amonio.

Ejemplo 3. Sintesis del Complejo 3

NaO;S

Se activé el complejo 2 como el éster de NHS mediante el siguiente procedimiento. Se disolvié el complejo 2 (22 mg)
en 1 mL de HCI 40 mM. Mientras se mezclaba, se afiadieron 5,8 mg de N-hidroxisuccinimida (NHS) seguido por 39
mg de N-etil-N’-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC). La reaccion se dejé incubar durante 30 min a temperatura
ambiente después de lo cual se pas6 inmediatamente a través de una columna de 30 mL de Sephadex G-15
(preequilibrada a 4°C en agua) y se eluyd con agua. La fraccidon de producto se congeldé inmediatamente y se liofilizd
para dar el producto como un soélido naranja puro.

Ejemplo 4. Sintesis del Ligando 7

9]

) (

Se prepardé el intermedio 5 a partir del compuesto 4 en dos etapas de alquilacién separadas. Se preparé una
disolucion que contenia 1,38 g de 4,4-dimetil-2,2-bipiridina en 60 mL de THF seco bajo atmdsfera inerte y se enfrid a
0°C. Se anadieron 5,25 mL de diisopropilamina de litio (LDA, disolucién1,5 M en ciclohexano) en gotas con agitacion
y se incubd durante 30 min a 0°C. Se afnadieron 1,4 mL de 2-(3-bromopropiloxi)tetrahidro-2H-pirano y se incubd 3
horas mas a 0°C. La reaccion se apago con NH4Cl saturado y se concentrd a presion reducida para eliminar el THF.
La disolucién acuosa restante se extrajo con cloruro de metileno. Las fracciones organicas se secaron sobre MgSQa,
se concentraron y se purificaron por cromatografia de silice usando metanol al 4%/cloruro de metileno como el
eluyente para dar el producto mono-alquilado en 95%. El producto mono-alquilado (1,925 g) se disolvié en THF seco
y se hizo reaccionar con 4 mL de LDA y 1,05 mL de 2-(3-bromopropiloxi)tetrahidro-2H-pirano bajo las condiciones
usadas para la primera alquilacién. La reaccién se preparé apagando con NH4Cl saturada, ajustando el pH a ~8 con
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carbonato de potasio, extrayendo el producto en cloruro de metileno, secando sobre MgSO, y purificando por
cromatografia en alumina basica (actividad |) usando acetato de etilo al 10%/hexano como eluyente. El rendimiento
total del intermedio 5 dialilado a partir del material de partida 4 fue 73%.

El intermedio 5 se desprotegio para dar diol 6 bajo condiciones acidas. El intermedio 5 (1,277 g) se disolvié en 17
mL de 1:1 HCI 1N/metanol. La disolucién se incubé toda la noche a temperatura ambiente. El pH de la disolucién se
ajusté a ~9 con hidréxido de amonio concentrado y el producto se extrajo en cloruro de metileno, se sec6 sobre
MgSO,, y se purificd por cromatografia sobre alumina béasica usando metanol al 3%/cloruro de metileno como el
eluyente. El diol 6 se recogi6 en rendimiento de 84%.

La preparacion del éster de difosfonato 7 se alcanz6 haciendo reaccionar el diol 6 con diclorofosfito de metilo. Se
disolvié diol 6 (60 mg) en ~8 mL de piridina. La mayoria de la piridina se destilé6 dejando ~1 mL de disolucion. La
disolucion restante se afiadié en gotas con agitacion a una disolucién congelada (0°C) que contenia 106 mg de
diclorofosfito de metilo en 0,5 mL de cloruro de metileno. La reaccion se dejo proceder durante 45 min a 0°C. La
reaccion se apago mediante la adicion de 2 mL de carbonato de potasio 2M. La disolucién se concentré a sequedad
por evaporacion rotatoria. Se afiadié agua y se evapor6 varias veces para eliminar toda la piridina. El producto se
purificd por cromatografia de HPLC en una columna de fase inversa C18 usando un gradiente de acetonitrilo en
agua que contenia 4cido trifluoroacético (TFA) al 0,1%.

Ejemplo 5. Sintesis del Complejo 8

El complejo 8 se preparé a partir del ligando 7, el ligando &cido 4-(4-metil-2,2-bipiridina-4’-il)-butirico y RuCls
mediante un procedimiento analogo al usado para preparar el complejo 2 a partir del ligando 1. La purificacion se
alcanzd por cromatografia en silice en fase inversa usando acetonitrilo al 30%/agua + TFA al 0,1% como eluyente,
cromatografia de intercambio de iones en QAE-Sephadex A25 usando un gradiente de acetato de trietilamonio, pH
5,5 como eluyente, y desalando en una columna de silice en fase inversa usando un gradiente de acetonitrilo en
agua + TFA al 0,1% como eluyente para dar la sal de TFA.

Ejemplo 6. Sintesis del Ligando 9

NH3 HoN

9

Una suspensiéon que contenia 1,02 g de 4,4’-dicarboxi-2,2’-bipiridindimetiléster en 200 mL de metanol se calenté
hasta ebullicién para disolver todo el dimetiléster que sea posible. Después de permitir que la disolucion se enfrie a
temperatura ambiente, se burbujeé gas amoniaco en la disolucidn. La reaccion se dejé proceder hasta que el TLC
mostré la desaparicion del material de partida. El producto insoluble 9 se recogié por filtracion.
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Ejemplo 7. Sintesis del Complejos 10

HO

Se combind ligando 9 (300 mg) con 162 mg de hidrato de RuCls en DMF y se puso a reflujo toda la noche. El
intermedio de RuL,Cl, insoluble se recogié por filtracion y se lavé con acetona y agua. Una parte del intermedio
(49,8 mg) se combiné con 21,8 mg del ligando acido 4-(4-metil-2,2-bipiridina-4’-il)-butirico en ~100-150 mL de 1:1
metanol/agua y la mezcla se puso a reflujo toda la noche. La disoluciéon resultante se decanté para eliminar
impurezas insolubles y se concentrd por evaporacion rotatoria. La purificacion se alcanzé por cromatografia de silice
usando metanol saturado con NaCl como el eluyente. Después de la eliminacién del disolvente por evaporacion
rotatoria, el producto se disolvié en hexafluorofosfato de amonio concentrado. La disolucién se aplicd a una columna
de silice C18. Se us6 agua para lavar la sal en exceso. El producto 10 puro (como la sal de PFg) se eluydé entonces
usando acetonitrilo.

Ejemplo 8. Sintesis del Ligando 11

OSONa ~ OSO:Na

1"

El ligando 11 se prepard mediante la reaccion de 4,4’-bis-hidroximetil-2,2’-bipiridina (preparada por la reduccién de
borohidruro sédico de 4,4’-bis-carboxi-2,2-bipiridin-dimetil-éster en etanol en reflujo) con complejo de trioxido de
azufre piridina (SO3 pyr). Se afadié SO pyr (107 mg) a 35,3 mg de 4,4’-bis-hidroximetil-2,2’-bipiridina en 0,75 mL de
DMF. Después de 1,5 horas, el producto se precipitdé con cloroformo y se volvié a disolver en agua. La disolucion
acuosa se lavé con cloroformo, se neutralizé con disolucién de NaOH vy se liofilizé a un polvo. El producto se purifico
por HPLC en fase inversa usando una columna C18 y un gradiente de acetonitrilo en agua que contenia TFA al
0,1%.

Ejemplo 9. Sintesis del Complejo 12

NaO
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Se combiné hidrato de RuCls (11,7 mg) con 37,6 mg de ligando 11 en 75 mL de 4:1 metanol/agua. La mezcla se
puso a reflujo durante 4 horas. Se afiadio el ligando acido 4-(4-metil-2,2-bipiridina-4'-il)-butirico (10,3 mg) y la mezcla
se puso a reflujo toda la noche. La disolucion se filtré y el filtrado se concentré por evaporacion rotatoria. El producto
se purificé por cromatografia en fase inversa usando un gradiente de acetonitrilo en agua y cromatografia en gel de
silice usando metanol en acetonitrilo como eluyente.

Ejemplo 10. Sintesis del Complejo 13

OH
13

Se combind el ligando 4,4’-bis-hidroximetil-2,2’-bipiridina (58,7 mg) con 58,1 mg del complejo del ligando acido 4-(4-
metil-2,2-bipiridin-4'-il)-butirico con RuCl; (véase el Ejemplo 2) en 50 mL de 1:1 metanol/agua. La disolucion se puso
a reflujo toda la noche. La disolucion se filtrd entonces y se concentré al vacio. El producto se disolvié en acetonitrilo
al 5%/agua, se cargé en una columna de silice C18 y se eluyd con acetonitrilo al 66%/agua. El producto se disolvid
de nuevo en acetonitrilo al 5%/agua que contenia hexafluorofosfato de amonio, se cargd en silice C18 y se eluy6
con acetonitrilo al 40%/agua para dar el complejo puro en rendimiento del 45%.

Ejemplo 11. Sintesis del Complejo 14

HO

Se combind hidrato de RuCls con dos equivalentes de 4,7-difenilfenantrolina en DMF y se puso a reflujo toda la
noche para dar el intermedio de dicloruro de bis-difenilfenantrolin-rutenio como un precipitado sélido negro. El
precipitado se recogio por filtracién, se secé y se combiné con un equivalente de &cido 4-(4-metil-2,2-bipiridin-4’-il)-
butirico en 1:1 dioxano/agua y se puso a reflujo toda la noche. El producto se purificd por HPLC en fase inversa en
silice C18 usando un gradiente de acetonitrilo en agua que contenia TFA al 0,1%.
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Ejemplo 12. Sintesis del Complejo 15

Se prepard el complejo 15 a partir de acido 4,7-difenil-1,10-fenantrolindisulfonico (sal sédica) y [acido 4-(4-metil-2,2-
bipiridina-4'-il)-butirico]RuCls usando un procedimiento analogo al que se presenté anteriormente para la preparacion
del complejo 2, excepto que la purificacion se alcanzé por una Unica purificacion en HPLC en fase inversa usando
una columna de silice C18 y un gradiente de acetonitrilo en agua que contenia TFA al 0,1%.

Ejemplo 13. Sintesis del Ligando 16

NBoc BocN
BocHN— JNHBoc
NH HN
4 \Y
W

16

Se combind el ligando 4,4’-bis-hidroximetil-2,2’-bipiridina (108 mg) con 520 mg de N,N’-bis-butiloxicarbonil-guanidina
y 393 mg de trifenilfosfina en 20 mL de 1:1 THF/tolueno y se enfrié a 0°C. Se afiadioé azodicarboxilato de diisopropilo
(300 uL) durante el curso de 30 min. La mezcla se agité durante 3 horas a 0°C y 3 horas a temperatura ambiente. La
reaccion se apago con 5 mL de agua y el disolvente se eliminé al vacio. La trituracién con una mezcla 1:1 de
metanol y acetonitrilo dio un sélido blanco. El producto se usé sin purificacion adicional. La estructura del producto
se muestra como teniendo la guanidina unida a la bipiridina por medio del nitrégeno no protegido; la unién puede
haberse dado por medio de uno de los nitrégenos protegidos.

Ejemplo 14. Sintesis del Complejo 17

NH,"

HO
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Se desprotegio el ligando 16 (28,8 mg) en 0,8 mL de 1:1 TFA/CHCl.. El disolvente se elimin6 a vacio reducido y el
ligando desprotegido se us6 sin purificacion adicional. El ligando desprotegido se combiné con el complejo [acido 4-
(4-metil-2,2-bipiridina-4'-il)-butirico]Ru(l1)(DMSO),Cl, (preparado mediante la reaccién toda la noche de 4,8 mg de
acido 4-(4-metil-2,2-bipiridina-4’-il)-butirico con 10,2 mg de Ru(DMSO)4Cl, en 0,6 mL de metanol a temperatura
ambiente) en 1,0 mL de etanol y la mezcla de reaccion se puso a reflujo durante 4 horas. El producto se purificé por
intercambio iénico en SP-Sephadex C25 usando un gradiente de TFA en agua y por cromatografia en fase inversa
en silice en fase inversa usando una mezcla de acetonitrilo/agua que contenia TFA al 0,1% como el eluyente.

Ejemplo 15. Sintesis del Complejo 18

H
035\ =

P

Se prepard una mezcla combinando 1 g de (NH4)2.0sCl, y acido 4,7-difenil-1,10-fenatrolindisulfénico (sal sddica) en
40 mL de HCI 3N. La mezcla se calenté durante 2 horas a 80°C. La disolucién se enfri6 y se afadié carbonato de
potasio acuoso hasta que el pH alcanzé ~9. La disolucidon se concentré al vacio hasta sequedad. Se afadié otro
equivalente de acido 4,7-difenil-1,10-fenantrolindisulfénico (sal sdédica) en 20 mL de DMF. La disolucion se puso a
reflujo durante 8 horas. Después de enfriar, se afiadieron 200 mg de ditionita sddica en una pequena cantidad de
agua. La disolucién se concentré al vacio a ~10 mL, después de lo cual el intermedio de dicloruro de bis-
difenilfenantrolin-osmio se precipité por la adicién de acetona. El material se purificé una vez mas por precipitacion
del producto desde metanol por la adicién de acetona.

Una parte (266 mg) del intermedio de dicloruro de bis-difenilfenantrolin-osmio se combiné con 60 mg de acido 4-(4-
metil-2,2-bipiridin-4’-il)-butirico en 1:1 dioxano/agua y se puso a reflujo durante 18 horas. La disolucién se concentro
hasta sequedad al vacio y el residuo se disolvié de nuevo en 10 mL de agua. Después de la adicion de 200 mg de
hexafluorofosfato de amonio, la disolucidén se concentré de nuevo hasta sequedad y el residuo se lavd con partes de
10 mL de acetonitrilo. El producto se purificé en silice en fase inversa usando metanol como el eluyente.

Ejemplo 16. Sintesis de Esteres de NHS

El éster de NHS de [acido 4-(4-metil-2,2-bipiridin-4’-il)-butirico]Ru(ll)[bpy]. (Complejo 19) se obtuvo en forma
purificada (NHS TAG, IGEN International) o se preparé en forma en bruto a partir del acido carboxilico
correspondiente (Complejo 20) mediante uno de los métodos descritos debajo. El complejo 3 que contenia éster de
NHS se hizo en forma purificada segun el Ejemplo 3 o se preparé en forma en bruto a partir del complejo 2 mediante
uno de los métodos descritos debajo. Los ésteres de NHS podrian prepararse en forma en bruto bajo condiciones
aproticas o en agua. Tipicamente, se usarian condiciones apréticas si fuera posible. Los complejos solubles en agua
que eran insolubles en disolventes aproéticos tipicos se prepararon bajo condiciones acuosas.

Condiciones aproticas: El complejo que contiene acido carboxilico se disolvié en cloruro de metileno al que se
afadié un pequefio exceso de NHS y EDC. Algunos complejos que no eran solubles en cloruro de metileno se
hicieron reaccionar en acetonitrilo o DMF o mezclas de estos disolventes con cloruro de metileno. Después de
permitir que la reaccion llegara a completarse (como se determina por HPLC o TLC), el disolvente se eliminé al
vacio y el producto en bruto se volvié a disolver en DMF o DMSO para proporcionar una disolucion madre para usar
en reacciones de marcado.

Condiciones acuosas: A una disoluciéon acuosa 20 mM del complejo que contenia acido carboxilico se afiadid, en
orden de adicion: i) tampdn de acido morfolino-etanosulfénico (MES) 100 mM, pH 6,0, NHS 50 mM y EDC HCI 200
mM. La reaccion se incubd de 15-30 minutos. El producto de éster de NHS podria usarse como esta. En algunos
experimentos, el exceso de EDC se eliminé inmediatamente después de la preparacion del éster de NHS mediante
uno de los métodos siguientes: i) purificacion del producto por cromatografia de exclusiéon por tamafio en Sephadex
G-15 usando agua como el eluyente; ii) paso del producto a través de una columna corta de SP-Sephadex C25 en la
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forma sddica y elucidon con agua o iii) carga del producto en un medio de cromatografia en fase inversa y elucioén con
agua/acetonitrilo. El éster de NHS hecho bajo una de estas condiciones acuosas se usé inmediatamente después de
la preparacién/purificacion (como se describe en el Ejemplo 17).

Ejemplo 17. Marcado de Anticuerpos con Esteres de NHS

Se disolvieron anticuerpos en tampén PBS-1 (fosfato de potasio 150 mM, NaCl 150 mM, pH 7,8) a concentraciones
mayores que o iguales a 2 mg/mL. Los marcadores de ECL funcionalizados con ésteres de NHS (preparados como
se describe en el Ejemplo 16) se afiadieron en agua, DMF o DMSO (la concentracién fina de disolvente organico
permaneceria <20%) y la reaccion se dejo continuar durante al menos 2 horas a temperatura ambiente. Las
proteinas marcadas se purificaron por cromatografia de exclusion de tamafio en Sephadex G-25 (complejos
cargados de forma positiva o neutros) o Sephadex G-50 (complejos cargados de forma negativa). Una variedad de
relaciones molares de marcador a proteina se intentaron generalmente ya que la eficacia de la reaccién de union
podria variar de marcador a marcador. El nimero promedio de marcadores por proteina en el producto purificado se
determind usando un ensayo de proteina colorimétrica (Ensayo BCA o Ensayo de Azul de Coomassie, Pierce
Chemicals) para determinar la concentracion de proteina y la absorbancia visible (tipicamente a 455 nm para
marcadores basados en rutenio) para determinar la concentracion de marcadores.

Ejemplo 18. Una comparaciéon de inmunoensayos en sandwich en electrodos de carbono usando anticuerpos
marcados con complejos 20, 8 y 10.

Los electrodos de compuestos de plastico que comprenden nanotubos de carbono (fibrillas) dispersos en etileno-co-
acetato de vinilo (EVA) se trataron con un amoniaco/plasma de nitrégeno para exponer asi fibrillas en la superficie e
introducir grupos amina. Una fase inmovilizada de estreptavidina se introdujo tratando la superficie con SMCC
(Pierce Chemical) y después haciendo reaccionar la superficie con estreptavidina (marcada con reactivo de Traut
para introducir grupos tiol).

Los inmunoensayos en sandwich para a-fetoproteina (AFP) se llevaron a cabo usando discos de 3/16” de los
electrodos recubiertos con estreptavidina como soportes de fase sdlida y usando anticuerpos, diluyentes de
anticuerpo y diluyentes de calibrador del Ensayo Elecsys AFP (Roche Diagnostics). El equipo Roche usa un
anticuerpo de captura marcado con biotina y un anticuerpo de deteccion marcado con complejo 20. Para comparar
los marcadores de la invencion, el anticuerpo de deteccidon marcado del equipo se reemplazé con el mismo
anticuerpo aunque marcado con cantidades variables de marcadores 20, 8 y 10 como se describe en el Ejemplo 17.
El electrodo recubierto de estreptavidina se puso en contacto con el anticuerpo de captura, uno de los anticuerpos
de deteccion marcados y una muestra que contenia diluyente calibrador (un sustituto de suero artificial que contiene
albumina de suero bovino e IgG bovino) se pinchd con 1864 ng/mL de AFP. Un control negativo se hizo marchar
ademas usando diluyente de calibrador no pinchado. Las mezclas de ensayo se incubaron sobre los electrodos para
dejar que el complejo en sandwich se formara después de lo cual los discos se lavaron con tampoén fosfato y se
transfirieron a una celda de ECL. La ECL se midi6 poniendo en contacto el electrodo de compuesto con una
disolucion que contenia tripropilamina (Tampon de Ensayo ORIGEN, IGEN) y escaneando el potencial al electrodo
compuesto a ~2,3 V.

La Figura 1 muestra la sefial no especifica (es decir, la sefial en ausencia de analito) y la sefial especifica (la
diferencia entre la sefial en presencia de analito y la sefial en ausencia de analito). La figura muestra que los
marcadores 8 (que presentan grupos éster de fosfonato cargados de forma negativa) y 10 (que presentan grupos
carboxamida hidréfilos neutros) dieron aproximadamente la misma sefial especifica que el marcador de ECL
convencional 20 y que la sefial especifica aumentd aproximadamente de forma lineal con el nimero de marcadores
por proteina. Los marcadores mostraron diferencias significativas e inesperadas, sin embargo, en la cantidad de
enlace no especifico. La sefal no especifica del marcador 20 aumentd exponencialmente con el numero de
marcadores por proteina. En contraste, el marcador 10 que presenta grupos carboxamida hidroéfilos neutros mostro
menos NSB y el marcador 8 que presenta carga de forma negativa mostré6 NSB insignificante incluso a altos
nimeros de marcadores por proteina. La sefial del ensayo (S) ademas de la sefial del ensayo al fondo (S/B) puede
mejorarse usando el marcador 8 porque el nimero de marcadores por anticuerpo pueden aumentarse (respecto a
los marcadores convencionales) sin aumentar las sefiales de NSB. El pico S/B medido con marcador 8 fue mayor
que dos veces del medido con marcador 20. Usando las relaciones éptimas de marcador a proteina (como se
determina por S/B), la sefial medida con marcador 8 fue ocho veces mayor que la medida con marcador 20.

Ejemplo 19. Una comparaciéon de inmunoensayos en _sandwich en electrodos de carbono usando anticuerpos
marcados con complejos 20, 2, 15,12, 17 v 15.

Los ensayos AFP se llevaron a cabo como se describe en el Ejemplo 18 excepto en que el anticuerpo de captura se
adsorbié directamente en electrodos de compuesto EVA-fibrilla tratados con plasma de oxigeno antes de llevar a
cabo el ensayo y los calibradores (0 a 2200 ng/mL) se prepararon en suero humano. La Figura 2 muestra que las
sefales especificas de anticuerpos marcados con complejos 20, 2 y 15 fueron aproximadamente similares excepto
por los anticuerpos altamente marcados con batofenantrolina que contiene complejo 15; se plantea la hipdtesis de
que a altas relaciones de marcado la estructura aromatica plana grande era capaz tanto de bloquear estéricamente
el enlace o desnaturalizar el anticuerpo y afectar a su actividad. Como se observa ademas en el Ejemplo 18, la
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Figura 2 muestra que las sefiales no especificas de anticuerpos marcados con complejos que tienen ligandos
cargados de forma negativa fueron incluso bajas a altos nimeros de marcadores por anticuerpo, mientras que la
sefal no especifica procedente del marcador 20 convencional subié de forma exponencial con el numero de
marcadores por anticuerpo. La S/B optimizada obtenida usando el marcador 2 fue mayor que 5 veces la S/B
optimizada obtenida con el marcador 20. Usando las relaciones 6ptimas de marcador a proteina (como se determina
por S/B), la sefial medida con el marcador 2 fue mas de tres veces mayor que la medida con el marcador 20. En
ensayos similares (no se muestran datos), los anticuerpos marcados con un complejo que presenta grupos sulfato
(complejo 12) se comporta de forma similar a los marcados con complejo 2. Los anticuerpos marcados con el
analogo de Os del complejo 15, en general, mostraron bajo enlace no especifico similar aunque las sefales
especificas tendieron a ser aproximadamente 30-50% del complejo de Ru. Los anticuerpos marcados con la version
no sulfonatada del complejo 15 (es decir, complejo 14), en general, dieron mayores sefales de fondo y menores
sefales incluso a relaciones bajas de marcador a proteina. Se plantea la hipétesis de que el complejo altamente
hidréfobo interfirié con la funcién del anticuerpo. En ensayos similares, el complejo 17 altamente cargado de forma
positiva dio sefiales no especificas extremadamente altas (a ~5-6 marcadores por anticuerpo, la sefial no especifica
fue mas que 100 veces la sefial no especifica procedente de anticuerpos marcados con complejo 2). Este resultado
muestra que el excelente comportamiento de los complejos cargados de forma negativa no es simplemente debido a
tener grupos cargados hidrdéfilos, sino que la sefal de la carga es importante. Se plantea la hipotesis de que el
complejo 17 encontraria uso en algunas aplicaciones seleccionadas donde los ensayos se llevan a cabo cerca de
superficies altamente cargadas de forma positiva (la carga positiva seria beneficiosa en esas condiciones para evitar
el NSB). El complejo 17 y otros complejos que tienen el ligando 16 pueden ademas encontrar uso en aplicaciones
que necesitan la adsorcion de un marcador luminiscente a un electrodo (por ejemplo, en sensores basados en
luminiscencia, detectores de HPLC basados en ECL o pantallas de ECL que usan marcadores de ECL adsorbidos
en electrodos o en peliculas, tales como peliculas de Nafion, depositadas en un electrodo).

Ejemplo 20. Una comparacion de inmunoensayos en sandwich en particulas magnéticas que usan anticuerpos
marcados con complejos 20 y 2.

Los ensayos AFP se llevaron a cabo usando los reactivos del Ensayo Elecsys AFP (Roche Diagnostics) excepto que
el anticuerpo de deteccidn estandar se sustituyé con el mismo anticuerpo aunque marcado con cantidades variables
de complejos 20 o 2. Una muestra (0,007 mL) que contiene una concentracion conocida de AFP (0 o 1000 ng/mL)
en una disolucién tamponada que contiene proteinas de bloqueo se combind con 0,035 mL del anticuerpo de
captura marcado con biotina (0,0045 mg/mL) y 0,035 mL del anticuerpo de deteccién (0,012 mg/mL). La mezcla de
reaccion se incubd a temperatura ambiente durante 15 minutos después de lo que se afiadieron 0,035 mL de
particulas magnéticas recubiertas con estreptavidina (0,72 mg/mL) y 0,139 mL de una disoluciéon tamponada de
tripropilamina (Tampon de Ensayo ORIGEN, IGEN International). La mezcla de reaccion se incub6 durante unos 15
minutos adicionales, después de lo cual se analizé la suspension usando un Instrumento ORIGEN M-8 (IGEN
International) y deteccion de ECL. La Figura 3 muestra que el marcador 2 dio ligeramente menos sefial especifica
que el marcador 20, aunque drasticamente menos sefal no especifica, especialmente para anticuerpos marcados
de forma pesada. La S/B optimizada obtenida usando marcador 2 fue mas de dos veces la S/B optimizada obtenida
con el marcador 20.
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REIVINDICACIONES
1. Un ligando de bipiridina o fenantrolina seleccionado del grupo que consiste en:

.z
z- T

Z. z

T T

\_ == T\\_ .
W AR

en donde,
T es una union alquilo que tiene, opcionalmente, uno o mas carbonos de la cadena sustituidos con un heteroatomo;

Z es -SOj3, -SO3H, -0S0s, -0SOsH, -OPO;*, -OPOsH, -OPOsH,, -OP(R)O2, -OP(R)OzH, -[NHC(NH2)]* o
—NHC(NH)NH2; y

R es alquilo,

con la condicién que el ligando no sea un anion radical de 4,4’-dipropilsulfonato-2,2’-bipiridinio.
2. El ligando segun la reivindicacion 1, en donde T es —(CH2),- y n es un nimero entero entre 1y 5.

3. El ligando segun la reivindicacion 1 o 2, en donde Z es —SOs3- 0 —SO3H.

4. El ligando segun la reivindicaciéon 1 o 2, en donde Z es —OSO3 0 —OSO3H.

5. El ligando segun la reivindicacion 1 0 2, en donde Z es —OP032', -OPO3H’, -OPO3Hy, -OP(Me)O2 0 —OP(Me)OH.
6. El ligando segun la reivindicacion 1 o 2, en donde Z es -[NHC(NH>)2]" 0 -NHC(NH)NH..

7. Un complejo metalico luminiscente que comprende el ligando segun la reivindicacion 2, y un atomo metalico,
estando el atomo metalico unido a los nitrégenos anulares del ligando.

8. Un método para llevar a cabo un ensayo basado en luminiscencia que comprende las etapas de:

(a) usar un complejo metalico luminiscente que comprende un ligando seleccionado del grupo que consiste en

.t
Z. T

Z
'T T.—Z
e TR =
W W N
Y

en donde,
T es una unién alquilo que tiene, opcionalmente, uno o mas carbonos de la cadena sustituidos con un heteroatomo;

Z es —-SO3, -SOzH, -0S05, -OSOszH, -OPOs%, -OPOsH", -OPOsH,, -OP(R)O2, -OP(R)O2H, -[NHC(NH2),]* 0 —
NHC(NH)NH;;

R es alquilo; y

dicho complejo metalico comprende un atomo metalico que esta unido a los nitrégenos del anillo de dicho ligando;
(b) inducir a dicho complejo metalico a emitir luminiscencia; y

(c) medir la luminiscencia emitida.

9. Un método como se enumera segun la reivindicacion 8, en donde dicho complejo metdlico muestra enlace no
especifico reducido en dicho ensayo respecto al complejo analogo que tiene Z = H.

10. Un complejo metalico luminiscente que tiene la estructura
M(L")s3

en donde
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Mes Os o Ru;y
L'esun ligando seleccionado del grupo que consiste en:

.z
Z T

Z. z
T T
NS N =
W N
Vi

en donde,
T es una unién alquilo que tiene, opcionalmente, uno o mas carbonos de la cadena sustituidos con un heteroatomo;

Z es -SO5, -SO3H, 0SOg, -OSOsH, -OP0s%, -OPOsH’, -OPOsH;, -OP(R)O2, -OP(R)OzH, -[NHC(NHz).]" o —
NHC(NH)NHz; y

R es alquilo.
11. Un método para llevar a cabo un ensayo basado en luminiscencia que comprende las etapas de:
(a) usar un complejo metalico luminiscente que tiene la estructura
M(LY)s
en donde
Mes Os o Ru; y
L"es un ligando seleccionado del grupo que consiste en:
Z
. -Z
T\— —/T Z\T\\— —-//T'Z
.-’> B <\ Y/ \!
en donde,
T es una union alquilo que tiene, opcionalmente, uno o mas carbonos de la cadena sustituidos con un heteroatomo;

Z es -SOy, -SO3H, -0S0z, -0SO3H, -OPOz*, -OPOsH", -OPO3H,, -OP(R)Oz, -OP(R)O.H, -[NHC(NHz)]" o —
NHC(NH)NHz; y

R es alquilo;
(b) inducir a dicho complejo metalico a emitir luminiscencia; y
(c) medir la luminiscencia emitida.

12. Un método como se enumera segun la reivindicacién 11, en donde dicho complejo metélico muestra enlace no
especifico reducido en dicho ensayo respecto al complejo analogo que tiene Z = H.

13. Un complejo metalico luminiscente que tiene la estructura
ML'L?,

en donde

M es Os o Ru;

L' es un ligando de bipiridina o fenantrolina sustituido que tiene al menos un sustituyente que puede reaccionar con
un material bioldgico, reactivo de enlace, sustrato enzimatico u otro reactivo de ensayo para asi formar una union
covalente; y

L2es un ligando metalico seleccionado del grupo que consiste en:

21



10

15

20

25

30

ES 2390449 T3

Lz
z T

Z. z
T- T -
N ard ENaYWad
&,;;H}QJ /N7
Y

en donde,

T es un grupo de unidon que comprende una union alquilo, alquenilo, alquinilo o fenilo, 0 una combinacién de los
mismos, que tiene, opcionalmente, uno o més carbonos de la cadena sustituidos con un heteroatomo;

Z es -SOy, -SO3H, -0S0z, -0SO3H, -OPO;”*, -OPOsH", -OPO3H,, -OP(R)Os, -OP(R)O.H, -[NHC(NHz)]" o —
NHC(NH)NHz; y

R es alquilo; y en donde

el material biolégico, reactivo de enlace, sustrato enzimatico u otro reactivo de ensayo se selecciona del grupo que
consiste en aminoacidos, nucleésidos, nucleétidos, proteinas, péptidos, peptidomiméticos, acidos nucleicos y acidos
peptidonucleicos.

14. El complejo metélico luminiscente segun la reivindicacién 13, en donde L' se selecciona a partir del grupo que
consiste en

Y. X'W x,.W
N\ ) = e
W7 W7

y

en donde,

X es un grupo de unién que comprende una union alquilo, alquenilo, alquinilo o fenilo, o una combinacion de los
mismos, que tiene, opcionalmente, uno 0 mas carbonos de la cadena sustituidos con un heteroatomo;

Y es H o alquilo y

W es un sustituyente que puede reaccionar con el material biolégico, reactivo de enlace, sustrato enzimatico u otro
reactivo de ensayo para asi formar una union covalente.

15. El complejo metalico luminiscente segun la reivindicacion 13, en donde Z es —SO3; 0 —SO3H.
16. El complejo metalico luminiscente segun la reivindicacion 13, en donde Z es —-OSO3; 0 —OSO3H.

17. El complejo metalico luminiscente segun la reivindicacion 13, en donde Z es —OP032', OPO3H, OPO3H,, -
OP(Me)O2 0 —OP(Me)O2H.

18. El complejo metalico luminiscente segun la reivindicacién 13, en donde Z es -[NHC(NH2),]" 0 ~NHC(NH)NH,.
19. El complejo metalico luminiscente segun la reivindicacion 13, en donde M es Ru.

20. El complejo metélico luminiscente segun la reivindicacion 13, en donde W es un cloruro de acilo o un éster de N-
hidroxisuccinimida.

21. El complejo metélico luminiscente segun la reivindicacién 13, en donde W es un grupo acido carboxilico, un
grupo amina o un grupo hidroxilo.

22. Un complejo metalico luminiscente que tiene la estructura
ML'L?

en donde

M es Os o Ru;

L" se selecciona del grupo que consiste en
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Y\wx’w = =
NN/ \Wan W,
Y

en donde,
X es una unién alquilo que tiene, opcionalmente, uno o mas carbonos de la cadena sustituidos con un heteroatomo;
Y es Ho alquiloy

W es un grupo funcional que puede reaccionar con un material biolégico, reactivo de enlace, sustrato enzimatico u
otro reactivo de ensayo para asi formar una unioén covalente; y

L2es un ligando metalico seleccionado del grupo que consiste en:

L
z T

ra z
T- T ~
\’—E 5 N aWard
AW N
Y

en donde,

T es una unién alquilo que tiene, opcionalmente, uno o mas carbonos de la cadena sustituidos con un heteroatomo;
y

Z es —SO3 0 —SO3H; y en donde

el material biolégico, reactivo de enlace, sustrato enzimatico u otro reactivo de ensayo se selecciona del grupo que
consiste en aminoacidos, nucledsidos, nucleétidos, proteinas, péptidos, peptidomiméticos, acidos nucleicos y acidos
peptidonucleicos.

23. El complejo metalico luminiscente segun la reivindicacion 22, en donde M es Ru.

24. El complejo metalico luminiscente segun la reivindicacion 22, en donde T es —(CH2)n-, X s —(CHz2)m- y n 'y m son
cada uno numeros enteros entre 1 a 5.

25. El complejo metélico luminiscente segun la reivindicacion 22, en donde L% es un ligando fenantrolina sustituido
en las posiciones 4y 7 o L2es un ligando bipiridina sustituido en las posiciones 4 y 4’.

26. El complejo metalico luminiscente segun la reivindicacion 22, en donde W es un cloruro de acilo o un éster de
N-hidroxisuccinimida.

27. El complejo metalico luminiscente segun la reivindicacion 22, en donde W es un grupo acido carboxilico, un
grupo amino o un grupo tiol.

28. El complejo metalico luminiscente segun la reivindicacion 22, en donde W es

-
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29. Un complejo metalico luminiscente con la estructura:

SOzNa

SOy

NaO,S
en donde W es un grupo funcional que puede reaccionar con un material biolégico, reactivo de enlace, sustrato
enzimatico u otro reactivo de ensayo para asi formar una unién covalente; y en donde

el material biolégico, reactivo de enlace, sustrato enzimatico u otro reactivo de ensayo se selecciona del grupo que
consiste en aminoacidos, nucledsidos, nucleétidos, proteinas, péptidos, peptidomiméticos, acidos nucleicos y acidos
peptidonucleicos.

30. El complejo metalico luminiscente segun la reivindicacion 29, en donde W es un cloruro de acilo o un éster de N-
hidroxisuccinimida.

31. El complejo metalico luminiscente segun la reivindicacion 29, en donde W es un grupo acido carboxilico, un
grupo amino o un grupo hidroxilo.

32. El complejo metalico luminiscente segun la reivindicacion 29, en donde W es

-

33. Un material marcado que comprende un complejo metalico luminiscente que tiene la estructura
ML'L?,

en donde

M es Os o Ru;

L" es un ligando bipiridina o fenantrolina sustituido que tiene al menos un sustituyente que esta unido de forma
covalente a un material biolégico, reactivo de enlace, sustrato enzimatico u otro reactivo de ensayo; y

L?es un ligando metalico seleccionado del grupo que consiste en:

Z
Z. T

Z

T T,Z

NE\ N =
N A e 2

en donde,

T es un grupo de uniéon que comprende una union alquilo, alquenilo, alquinilo o fenilo, 0 una combinacién de los
mismos, que tiene, opcionalmente, uno o mas carbonos de la cadena sustituidos con un heteroatomo;

Z es —303_, -SOsH, -OSOs_, -OSOsH, -OPO::,Z_, -OPOsH_, -OPO3H2, 'OP(R)OQ_, -OP(R)OQH, -[NHC(NH2)2]+ 0o —
NHC(NH)NHz; y

R es alquilo; y en donde
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el material biolégico, reactivo de enlace, sustrato enzimatico u otro reactivo de ensayo se selecciona del grupo que
consiste en aminoacidos, nucledsidos, nucleétidos, proteinas, péptidos, peptidomiméticos, acidos nucleicos y acidos
peptidonucleicos.

34. El material marcado segun la reivindicacion 33, en donde L" se selecciona del grupo que consiste en

N-B
X

Y. xWEB —
= = ~T >
w %_ 7\ __/)

N N
y

en donde,

X es un grupo de unién que comprende una unién alquilo, alquenilo, alquinilo o fenilo, o0 una combinacién de los
mismos, que tiene, opcionalmente, uno o més carbonos de la cadena sustituidos con un heteroatomo;

Y es H o alquilo;

B es el material bioldgico, reactivo de enlace, sustrato enzimatico u otro reactivo de ensayo; y
W es un grupo funcional que se une a B.

35. El material marcado segun la reivindicacion 33, en donde Z es —SO3; 0 —SO3H.

36. El material marcado segun la reivindicacion 33, en donde Z es —OSO3 0 —OSO3H.

37. El material marcado segun la reivindicacion 33, en donde Z es —OPO32', -OPOsH", -OPO3H,, -OP(Me)O2" o
—OP(Me)OzH.

38. El material marcado segun la reivindicacién 33, en donde Z es -[NHC(NH,)2]" 0 -NHC(NH)NH..
39. El material marcado segun la reivindicacion 33, en donde M es Ru.

40. El material marcado segun la reivindicacion 33, en donde el complejo muestra menos enlace no especifico que
el complejo analogo en que Z es H.

41. El material marcado segun la reivindicacién 33, en donde dicho material biolégico, reactivo de enlace, sustrato
enzimatico u otro reactivo de ensayo se une a cinco o mas de dichos complejos metalicos luminiscentes.

42. El material marcado segun la reivindicacién 33, en donde dicho material bioldgico, reactivo de enlace, sustrato
enzimatico u otro reactivo de ensayo se une a diez o mas de dichos complejos metalicos luminiscentes.

43. Un método para llevar a cabo un ensayo basado en luminiscencia que comprende las etapas de:

(a) usar un material marcado que comprende un complejo metélico luminiscente que tiene la estructura
ML'L2,

en donde

M es Os o Ru;

L' es un ligando de bipiridina o fenantrolina sustituido que tiene al menos un sustituyente que esta unido de forma
covalente a un material biolégico, reactivo de enlace, sustrato enzimatico u otro reactivo de ensayo; y

L2es un ligando metalico seleccionado del grupo que consiste en:

Z
z T

Z, z

T- T ~
N N\ =
W7, YWY

en donde,

T es un grupo de unién que comprende una unién alquilo, alquenilo, alquinilo o fenilo, o una combinacion de los
mismos, que tiene, opcionalmente, uno o mas carbonos de la cadena sustituidos con un heteroatomo;
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Z es -SOj, -SOzH, -0SO5, -OSOsH, -OP0s*, -OPOsH, -OPOsH,, -OP(R)Oz, -OP(R)OzH, -INHC(NH.)]" o
—NHC(NH)NHg; y

R es alquilo;
(b) inducir a dicho complejo metalico a emitir luminiscencia; y
(c) medir la luminiscencia emitida; y en donde

el material biolégico, reactivo de enlace, sustrato enzimatico u otro reactivo de ensayo se selecciona del grupo que
consiste en aminoacidos, nucleésidos, nucleétidos, proteinas, péptidos, peptidomiméticos, acidos nucleicos y acidos
peptidonucleicos.

44. El método segun la reivindicacion 43, en donde dicho material marcado muestra enlace no especifico reducido
en dicho ensayo respecto al material marcado analogo que tiene Z = H.

45. Un material marcado que comprende un complejo metalico luminiscente que tiene la estructura

ML'L?,

en donde

M es Os o Ru;

L" se selecciona del grupo que consiste en

W w
Y. X~ Y. X
N =\ ~= =
W WY

en donde,
X es una union alquilo que tiene, opcionalmente, uno 0 mas carbonos de la cadena sustituidos con un heteroatomo;
Y es Ho alquiloy

W es un grupo funcional que estd unido a un material biolégico, reactivo de enlace, sustrato enzimatico u otro
reactivo de ensayo; y

L2es un ligando metalico seleccionado del grupo que consiste en:

.z
Z. T

z, 7
T T

NE\ NE =
W7, Y ;,J/

en donde,

T es una unién alquilo que tiene, opcionalmente, uno o mas carbonos de la cadena sustituidos con un heteroatomo;
y

Z es —SO3 0 —SO3H; y en donde

el material biolégico, reactivo de enlace, sustrato enzimatico u otro reactivo de ensayo se selecciona del grupo que
consiste en aminodcidos, nucledsidos, nucleétidos, proteinas, péptidos, peptidomiméticos, acidos nucleicos y acidos
peptidonucleicos.

46. El material marcado segun la reivindicacién 45, en donde M es Ru.

47. El material marcado segun la reivindicacion 45, en donde T es —(CH3)n-, X es —(CHz)m- ¥y n 'y m son cada uno
numero enteros entre 1 a 5.

48. El material marcado segun la reivindicacion 45, en donde L? es un ligando fenantrolina sustituido en las
posiciones 4y 7 o L2es un ligando bipiridina sustituido en las posiciones 4y 4'.
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49. El material marcado segun la reivindicacion 45, en donde el complejo muestra menos enlace no especifico que
el complejo analogo en que Z es H.

50. El material marcado segun la reivindicacion 45, en donde dicho material biolégico, reactivo de enlace, sustrato
enzimatico u otro reactivo de ensayo se une a 5 o mas de dichos complejos metalicos luminiscentes.

51. El material marcado segun la reivindicacion 45, en donde dicho material biolégico, reactivo de enlace, sustrato
enzimatico u otro reactivo de ensayo se une a 10 o mas de dichos complejos metélicos luminiscentes.

52. Un método para llevar a cabo un ensayo basado en luminiscencia que comprende las etapas de:

(a) usar un material marcado que comprende un complejo metalico luminiscente que tiene la estructura

ML'L2,
en donde
M es Os o Ru;
L' se selecciona del grupo que consiste en
w w
Y. X X’
NE — AN d

en donde,
X es una unién alquilo que tiene, opcionalmente, uno o mas carbonos de la cadena sustituidos con un heteroatomo;
Y es H o alquilo; y

W es un grupo funcional que esta unido a un material bioldgico, reactivo de enlace, sustrato enzimatico u otro
reactivo de ensayo;

seleccionado del grupo que consiste en aminoacidos, nucledsidos, nucleétidos, proteinas, péptidos,
peptidomiméticos, acidos nucleicos y acidos peptidonucleicos y

L2en un ligando metalico seleccionado del grupo que consiste en:

.z
2. T

Z. 7

T T

\_ ed T\_ —
W7, YWY

en donde,

T es una unién alquilo que tiene, opcionalmente, uno 0 mas carbonos de la cadena sustituidos con un heteroatomo;
y

Z es —-S0O3” 0 -SOsH;
(b) inducir a dicho complejo metalico a emitir luminiscencia; y
(c) medir la luminiscencia emitida.

53. El método segun la reivindicacion 52, en donde dicho material marcado muestra enlace no especifico reducido
en dicho ensayo respecto al material marcado analogo que tiene Z = H.

54. Un material marcado que comprende un complejo metalico luminiscente con la estructura:
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SOgNa

S04

en donde W es un grupo funcional que esta unido a un material bioldgico, reactivo de enlace, sustrato enzimatico u
otro reactivo de ensayo; y en donde

el material biolégico, reactivo de enlace, sustrato enzimatico u otro reactivo de ensayo se selecciona del grupo que
consiste en aminoacidos, nucleésidos, nucleétidos, proteinas, péptidos, peptidomiméticos, acidos nucleicos y acidos
peptidonucleicos.

55. El material marcado segun la reivindicacion 54, en donde (i) W es —C(O)- y (ii) dicho material bioldgico, reactivo
de enlace, sustrato enzimatico u otro reactivo de ensayo se une a W por medio de un enlace amida.

56. ElI material marcado segun la reivindicacién 54, donde dicho material biolégico, reactivo de enlace, sustrato
enzimatico u otro reactivo de ensayo se une a 5 o mas de dichos complejos metalicos luminiscentes.

57. El material marcado segun la reivindicacion 54, en donde dicho material biolégico, reactivo de enlace, sustrato
enzimatico u otro reactivo de ensayo se une a 10 o mas de dichos complejos metélicos luminiscentes.

58. Un método para llevar a cabo un ensayo basado en luminiscencia que comprende las etapas de:
(a) usar el material marcado segun la reivindicacion 54

(b) inducir a dicho material marcado a emitir luminiscencia; y

(c) medir la luminiscencia emitida.

59. El método segun la reivindicacion 58, en donde dicho material marcado muestra enlace no especifico reducido
en dicho ensayo relativo al material marcado analogo que tiene Z = H.

60. Un método de medida de un analito, actividad quimica o actividad biolégica en una muestra que comprende las
etapas de i) poner en contacto una muestra que contiene el analito, actividad quimica, actividad bioldgica, un
producto de la actividad biolégica o un producto de la actividad quimica con el complejo metalico luminiscente de la
reivindicacion 13; ii) inducir al complejo metalico a emitir luminiscencia y iii) medir la luminiscencia para asi detectar o
medir la actividad quimica o bioldgica.

61. El método segun la reivindicacion 60, en donde dicho material marcado muestra menos enlace no especifico en
dicho ensayo cuando se compara a un material marcado que tiene un ligando analogo que no presenta grupos
funcionales que reducen el enlace no especifico.

62. El método segun la reivindicacion 60 o 61, en donde dicha luminiscencia es electroquimioluminiscencia.

63. Un método de medida de un material marcado que comprende las etapas de i) poner en contacto el material
marcado con un reactivo de enlace y, opcionalmente, un soporte en fase sdlida; ii) formar un complejo de enlace que
comprende el reactivo de enlace, el material marcado, y, opcionalmente, el soporte en fase sélida; iii) inducir al
material marcado a emitir luminiscencia y iv) medir la luminiscencia emitida para asi medir el material marcado; en
donde el material marcado se prepara a partir del metal luminiscente segun la reivindicacion 13.

64. El método segun la reivindicacién 63, en donde dicho material marcado se pone en contacto con dicha fase
solida y dicho complejo de enlace se forma en dicha fase sélida.

65. El método segun la reivindicacion 63, en donde dicho material marcado muestra menos enlace no especifico en
dicho ensayo cuando se compara a un material marcado analogo que tiene un ligando analogo que no presenta
grupos funcionales que reducen el enlace no especifico;
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en donde los grupos funcionales que reducen el enlace no especifico se seleccionan del grupo que consiste en —
SO3, -SOzH, -0SOs, -OSOszH, -OPOs*, -OPOzH, -OPOsH,, -OP(R)Os, -OP(R)O.H, -[NHC(NH2)J " o -
NHC(NH)NH..

66. El método segun la reivindicacion 63, en donde dicha luminiscencia es electroquimioluminiscencia.

67. Un método de medida de un analito en una muestra que comprende las etapas de i) poner en contacto la
muestra con un reactivo de enlace marcado y opcionalmente un soporte en fase sdélida; ii) formar un complejo de
enlace que comprende el reactivo de enlace, el analito y, opcionalmente, el soporte en fase sélida, iii) inducir a los
marcadores en el reactivo de enlace marcado a emitir luminiscencia, preferiblemente ECL y iv) medir la
luminiscencia emitida para asi medir el analito en la muestra; en donde dicho reactivo de enlace marcado se prepara
a partir del complejo metalico luminiscente de la reivindicacion 13.

68. El método segun la reivindicacion 67, en donde dicho complejo de enlace se forma en dicha fase sélida.

69. ElI método segun la reivindicacién 67, en donde dicho reactivo de enlace marcado se pone en contacto con dicha
fase solida y dicho complejo de enlace se forma en dicha fase sélida.

70. El método segun la reivindicacion 67, en donde dicho reactivo de enlace marcado muestra menos enlace no
especifico en dicho ensayo cuando se compara con los reactivos de enlace marcados analogos que no tiene
marcadores que presenten grupos funcionales reductores de enlace no especifico.

71. El método segun la reivindicacion 67, en donde dicha luminiscencia es electroquimioluminiscencia.
72. El método segun la reivindicacion 67, en donde dicho ensayo es un ensayo en sandwich.
73. El método segun la reivindicacion 67, en donde dicho ensayo es un ensayo competitivo.

74. Un método de medida de un analito en una muestra que comprende las etapas de i) poner en contacto la
muestra con un analogo marcado del analito, un reactivo de enlace y, opcionalmente, un soporte en fase sélida; ii)
formar un complejo de enlace que comprende el andlogo marcado del analito, el reactivo de enlace v,
opcionalmente, el soporte en fase sdlida; iii) inducir a los marcadores en el analogo marcado del analito a emitir
luminiscencia, preferiblemente ECL y iv) medir la luminiscencia emitida para asi medir el analito en la muestra; en
donde dicho analogo marcado del analito se prepara a partir del complejo metalico luminiscente de la reivindicacion
13.

75. El método segun la reivindicacion 74, en donde dicho analogo marcado del analito se pone en contacto con
dicha fase solida y dicho complejo de enlace se forma en dicha fase soélida.

76. El método segun la reivindicacion 74, en donde dicho analogo marcado del analito muestra menos enlace no
especifico en dicho ensayo cuando se compara con los reactivos analogos que no presentan grupos funcionales
reductores del enlace no especifico.

77. El método segun la reivindicacion 74, en donde dicha luminiscencia es electroquimioluminiscencia.

78. Un método para mejorar un ensayo de luminiscencia que emplea un complejo metalico luminiscente que
contiene un ligando bipiridina, fenantrolina, bipiridina sustituida o fenantrolina sustituida, comprendiendo dicho
método la etapa de sustituir dicho ligando con un ligando seleccionado del grupo que consiste en

L
Z T

ray z
T T’ T
\=>v(:‘/ > 7
Y/ \Y Y/ A\
K\_N NJ y %—N Nj
en donde,
T es una union alquilo que tiene, opcionalmente, uno o mas carbonos de la cadena sustituidos con un heteroatomo;

Z es -SOy, -SO3H, -0S0z, -0SO3H, -OPOs*, -OPOsH", -OPO3H,, -OP(R)Oz, -OP(R)O.H, -[NHC(NHz)]" o —
NHC(NH)NHz; y

R es alquilo.

79. El método segun la reivindicaciéon 78, en donde dicha sustitucion mejora la sefal del ensayo al fondo mediante
un factor de dos o mas.
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80. Un equipo que comprende, en uno 0 mas envases, un material marcado que comprende un complejo metalico
luminiscente que tiene la estructura

ML'LZ,
en donde
M es Os o Ru;

L" es un ligando bipiridina o fenantrolina sustituido que tiene al menos un sustituyente que esta unido de forma
covalente a una sustancia de realizacion del ensayo; y

L2 es un ligando metalico seleccionado del grupo que consiste en:

Lz
Z T

Z. z
T T
O N =
W an N \ ;,,f
Y

en donde,

T es un grupo de uniéon que comprende una union alquilo, alquenilo, alquinilo o fenilo, o0 una combinacién de los
mismos, que tiene, opcionalmente, uno o méas carbonos de la cadena sustituidos con un heteroatomo;

Z es -SOy, -SO3H, -0S0z, -0SO3H, -OPO;*, -OPOsH", -OPO3H,, -OP(R)Oz, -OP(R)O.H, -[NHC(NHz)]" o —
NHC(NH)NHz; y

R es alquilo; y
al menos un componente del ensayo seleccionado del grupo que consiste en:
(a) un co-reactivo de electroquimioluminiscencia;
(b) uno o mas reactivos de enlace;
(c) uno o mas tampones de pH.
81. Un material marcado que comprende un complejo metalico luminiscente que tiene la estructura
ML'LZ,
en donde
M es Os o Ru;

L' es un ligando bipiridina o fenantrolina sustituido que tiene al menos un sustituyente que esta unido de forma
covalente a una sustancia de realizacion del ensayo; y

L2es un ligando metalico seleccionado del grupo que consiste en:

Z. .z

Z. 7
T T
N\ N\ =T
T, Gd
¥

en donde,

T es un grupo de unidon que comprende una union alquilo, alquenilo, alquinilo o fenilo, 0 una combinacién de los
mismos, que tiene, opcionalmente, uno o mas carbonos de la cadena sustituidos con un heteroatomo;

Z es —SOs3, -SOzH, -0SOy, -0SOsH, -OPOs%, -OPOsH", -OPOsH,, -OP(R)O2, -OP(R)O.H, -INHC(NH,)" o —
NHC(NH)NHz; y

R es alquilo.
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82. Un material marcado segun la reivindicacion 81, en donde dicha sustancia de realizacion del ensayo se
selecciona del grupo que consiste en:

(a) analito de interés afiadido;
(b) un compafiero de enlace de dicho analito; y
(c) un componente reactivo capaz de enlazar con (a) o (b).
83. Una composicion de materia para usar como un reactivo en un ensayo que comprende:
(a) un material marcado que comprende un complejo metalico luminiscente que tiene la estructura
ML'L?,
en donde
M es Os o Ru;

L' es un ligando bipiridina o fenantrolina sustituido que tiene al menos un sustituyente que esta unido de forma
covalente a una sustancia de realizacion del ensayo; y

L2es un ligando metalico seleccionado del grupo que consiste en:

.z
z T

Z, z
T T -
NE = NS - d
W W W
Y

en donde,

T es un grupo de unién que comprende una unién alquilo, alquenilo, alquinilo o fenilo, o una combinacion de los
mismos, que tiene, opcionalmente, uno o mas carbonos de la cadena sustituidos con un heteroatomo;

Z es -SOj, -SO3H, -0S03, -0SO3H, -OPO;*, -OPOsH", -OPO3H,, -OP(R)Os, -OP(R)OzH, -[NHC(NHz)]" o —
NHC(NH)NHz; y

R es alquilo; y

(b) al menos un componente de ensayo adicional seleccionado del grupo que consiste en:

(i) electrolito;

(i) analito de interés;

(iii) un companiero de enlace del analito de interés;

(iv) un componente reactivo capaz de reaccionar con (ii) o (iii); y
(v) un co-reactivo de ECL,

con la condicién que, sin embargo, no sean dos componentes contenidos en cualquier composiciéon reactiva,
reactivos el uno con el otro durante el almacenaje para asi perjudicar su funcién en el ensayo pretendido.

84. Una composicion de materia para la deteccion de un analito de interés presente en una muestra, cuya
composicion comprende un material marcado que comprende un complejo metalico luminiscente que tiene la
estructura

ML'LZ
en donde
M es Os o Ru;

L" es un ligando bipiridina o fenantrolina sustituido que tiene al menos un sustituyente que esta unido de forma
covalente a una sustancia de realizacion del ensayo; y

L2 es un ligando metalico seleccionado del grupo que consiste en:
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.z
Z. T

Z. 7
T T

5 N =
W2, Y \NJ?/

en donde,

T es un grupo de uniéon que comprende una union alquilo, alquenilo, alquinilo o fenilo, 0 una combinacién de los
mismos, que tiene, opcionalmente, uno o0 mas carbonos de la cadena sustituidos con un heteroatomo;

Z es —803_, -SOsH, -OSOs_, -OSOsH, -OPO::,Z_, -OPOsH_, -OPO3H2, 'OP(R)OQ_, -OP(R)OQH, -[NHC(NH2)2]+ 0o —
NHC(NH)NHz; v

R es alquilo,

siendo dicha sustancia de realizacion de ensayo capaz de enlazar al analito de interés o enlazarse al analito de
interés.

85. Una composicion de materia segun la reivindicacion 84, en donde dicha composicién contiene al menos una
sustancia adicional seleccionada del grupo que consiste en

(i) analito de interés afiadido;
(i) un companiero de enlace de dicho analito; y
(iii) un componente reactivo capaz de enlazar con (i) o (ii).

86. El ligando segun la reivindicacion 3, en donde n = 1.
87. El complejo luminiscente segun la reivindicaciéon 22, en donde M es Os.
88. El material marcado segun la reivindicacién 35, en donde M es Ru.

89. El material marcado segun la reivindicacion 45, en donde M es Os.
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