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DESCRIPCION

Agentes reaccionantes de union bioespecifica marcados con nuevos quelatos luminiscentes de lantanidos y su
utilizacion.

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a moléculas detectables que comprenden quelatos de lantanidos unidos a un
agente reaccionante de union bioespecifica, y a la utilizacién de dichas moléculas detectables en ensayos de unién
a base de bioafinidad. La invencion se refiere ademas a nuevos quelatos luminiscentes de lantanidos, utiles en la
preparacion de dichas moléculas detectables.

Antecedentes de la invencion

Se usan aqui publicaciones y otros materiales para iluminar los antecedentes de la invencién, y en particular se usan
casos para proporcionar detalles adicionales respecto de la practica.

En ensayos de unién especifica, tales como, por ejemplo, inmunoensayos, ensayos de hibridacion de ADN, ensayos
de union a receptores, y ensayos de union celular, generalmente los analitos a medir estan presentes a
concentraciones muy bajas. Por lo tanto, se han desarrollado diversos compuestos marcadores que permiten que el
agente reaccionante marcador se detecte y se cuantifique con sensibilidad elevada. En inmunoensayos y en
ensayos de hibridacién de ADN, es bien conocida la espectroscopia de luminiscencia resuelta en el tiempo que usa
quelatos de lantanidos (por ejemplo Hemmila, T. Stalberg, y P. Mottram (eds.), “Bioanalytical Applications of
Labelling Technologies”, Wallac, Turku, 1994 y D. Wild (eds), “The Immunoassay Handbook”, Nature Publishing
Group, 2001). Los quelatos fotoluminiscentes (denominados en el contexto de esta memoria descriptiva
simplemente como luminiscentes) estables de lantanidos también tienen otras aplicaciones, por ejemplo microscopia
de fluorescencia y citometria. Por lo tanto, se ha realizado un nimero de intentos para desarrollar nuevos quelatos
muy luminiscentes adecuados para esos tipos de aplicaciones fluorométricas resueltas en el tiempo. Estos incluyen,
por ejemplo, quelatos estables compuestos de derivados de piridina (documentos US 4.920.195; US 4.801.722; US
4.761.481; US 5.571.897; US 5.859.215; Latva, M., Takalo, H., Mukkala, V.-M., Matachescu, C., Rodriquez-Ubis,
J.C. y Kankare, J., 1997, J. Luminescence, 75, 149; Takalo, H., Hemmila, |., Sutela, T. y Latva, M., 1996, Helv. Chim.
Acta, 79, 789), bipiridinas (documento US 5.216.134), terpiridinas (documentos US 4.859.777, US 5.202.423, US
5.324.825) o diversos compuestos fendlicos (documentos US 4.670.572, US 4.794.191, IT 42508A/89) como grupos
mediadores de la energia, y acidos policarboxilicos como partes quelantes. Ademas, en las solicitudes de patentes
y/o patentes, se han descrito diversos derivados de dicarboxilato (documentos US 5.032.677, US 5.055.578, US
4.772.563), criptatos macrociclicos (documentos US 4.927.923, WO 93/5049, EP 0 493 745), calixarenos (Sato, N. y
Shinkai, S., 1993, J. Chem. Soc. Perkin Trans. 2, 621; Steemers, F.J., Verboom, W., Reinboudt, D.N., van der Tol,
E.B. y Verhoeven, JW., 1995, J. Am. Chem. Soc., 117, 9408), conjugado de DTPA carbostril 124 (Selvin, P.R.,
Rana, T.M. y Hearst, J.E., 1994, J. Am. Chem. Soc., 116, 6029) y bases de Schiff macrociclicas (documento EP 0
369 000).

También se han descrito quelatos para ensayos de union especifica en, por ejemplo, los documentos EP 0 770 610;
EP 0 649 020; EP 0 967 205; EP 1 152 010; WO 93/11433; Lemmetyinen et al. (2000) Luminescence 15, 341-350;
Takalo et al. (1997) Helv. Chim. Acta 80, 372-387; Mukkala et al. (1997) J. Alloys & Compounds 225, 507-510;
Karsilayan et al. (1997) Bioconj. Chem. 8, 71-75; Latva et al. (1997) J. Luminescence 75, 149-169; Hemmila et al.
(1997) J. Alloys & Compounds 249, 158-162; Takalo et al. (1994) Bioconj. Chem. 5, 278-282 y Mikola et al. (1995)
Bioconj. Chem. 6, 235-241.

Es sabido que los quelatos luminiscentes de lantanidos se desactivan en una disolucion acuosa. Cuando moléculas
de agua se coordinan en la esfera interna de quelatos, la desactivacién es un resultado de un proceso de
decaimiento eficiente sin radiacion que implica el acoplamiento de vibracion del estado excitado del lantanido y la
oscilacion del OH. El proceso es aditivo con respecto al niumero de osciladores de OR, y por tanto el decaimiento de
la luminiscencia esta relacionado de forma inversa con el nimero de moléculas de agua unidas. Se han desarrollado
diversos sistemas para evitar este fendmeno, tal como la utilizacién de detergentes y compuestos sinérgicos, la
ut8ilizacion de concentracion elevada de iones de fluor, la eliminacion de agua mediante secado antes de la
medicion, la utilizacién de una matriz polimérica, o la medicidon de la luminiscencia en un disolvente organico o en
6xido de deuterio. Una forma ideal para evitar la desactivaciéon acuosa directa es usar agentes quelantes estables,
preferiblemente nonadentados, que no permiten la coordinacién de agua con el ion quelado. En los quelatos
mencionados anteriormente, el ion de lantanido estd normalmente coordinado a 7, 8 6 9 heteroatomos, formando
respectivamente un quelato hepta-, octa- o nonadentado. Los quelatos hepta- y octadentados contienen de dos a
una moléculas de agua, y de este modo sufren la desactivacion acuosa. Generalmente se supone que atomos de
coordinacion adicionales en quelatos nonadentados — que no tienen molécula de agua en la primera esfera de
coordinacion — no tienen ningun efecto positivo adicional con respecto a la desactivacion acuosa.

Durante un proceso de transferencia de energia desde un ligando excitado a un ion de lantanido, la energia sufre un
cruzamiento entre sistemas a uno de los estados de triplete del ligando. La siguiente etapa es una transicion de la



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2391952713

energia prohibida por spin, provocando la fosforescencia del ligando, o una transferencia de energia intramolecular
al ion de lantanido. El decaimiento térmico, tal como, por ejemplo, el movimiento y rotacion térmicos moleculares, es
un proceso de desactivacion no radioactiva conocido del estado de triplete mencionado. Los quelatos marcadores de
lantanidos contienen normalmente un grupo funcional reactivo para acoplar el marcador a un agente reaccionante de
unién bioespecifica. De este modo, en una biomolécula marcada, el marcador puede rotar, y la desactivacion no
radioactiva del estado del triplete del ligando es un fenémeno posible.

La vision general es que varios grupos de unién radioactivos en una molécula marcadora provocan reaccion cruzada
y formacion de los agregados de agente reaccionante de unién bioespecifica durante el proceso de marcaje, y de
este modo producen problemas de purificacion y un menor rendimiento del material marcado.

Sumario de la invencion

Un objetivo de esta invencién es proporcionar un quelato luminiscente de lantanido mejorado, que comprende un ion
lantanido y un ligando quelante.

Otro objetivo de la presente invencion es proporcionar una molécula detectable mejorada, que comprende un agente
reaccionante de unién bioespecifica unido al quelato luminiscente de lantanido, Util para ensayos de union especifica
a base de bioafinidad.

Todavia otro objetivo de la invencién es proporcionar un procedimiento de marcaje mejorado de un agente
reaccionante de unién bioespecifica usando el marcador de quelato luminiscente de lantanido.

De este modo, seguin un aspecto, esta invenciéon proporciona un quelato luminiscente de lantanido que comprende
un ion lantanido y un ligando quelante de la férmula (1)

G2 GZ

-ooc COO- (M

N_CH2 CHQ_Z_CHz —N
-OOC COO0-

en la que
a) Ry se selecciona del grupo que consiste en H, -COOH, -COQO’, -CH,COOH y -CH,COO;

b) G1 es un grupo que consiste en uno o dos restos, seleccionandose cada resto del grupo que consiste en
etinodiilo (-C=C-), etenileno (-CH=CH-), fenileno, bifenileno, naftileno, piridileno, pirazinileno, pirimidinileno,
piridazinileno, furileno, tienileno, pirrolileno, imidazolileno, pirazolileno, tiazolileno, isotiazolileno, oxazolileno,
isoxazolileno, furazanileno, 1,2,4-triazol-3,5-ileno y oxadiazolileno;

c) Gz es un grupo para el acoplamiento a un agente reaccionante de unién bioespecifica que se selecciona del
grupo que contiene grupos amino, aminooxi, carbonilo, aldehido o mercapto, o una forma activada obtenida de
ellos;

d) Z se selecciona del grupo que consiste en carboxialquilamina, éter, tioéter, carbonilo y metilo no sustituido o
sustituido, en el que el grupo R se selecciona de un grupo que consiste en H, metilo, etilo y carboxilalquilo; y

e) el ion lantanido se selecciona del grupo que consiste en europio(lll), terbio(lll), disprosio(lll) y samario(lll).
Segun otro aspecto, la presente invencién proporciona una molécula detectable que comprende un agente

reaccionante de union bioespecifica unido a un quelato luminiscente de lantanido que comprende un ion lantanido y
un ligando quelante de la formula (1)
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I§ 6
G1 G1
R, R,
00 C_< e | I S coOo-. ()
N—CH S CH,—Z2—CH P CHo—N
Fd N 2 2 N
-Q0C —C0Q0-

en la que
a) Ry se selecciona del grupo que consiste en H, -COOH, -COQO’, -CH,COOH y -CH,COO;

b) G1 es un grupo que consiste en uno o dos restos, seleccionandose cada resto del grupo que consiste en
etinodiilo, etenileno, fenileno, bifenileno, naftileno, piridileno, pirazinileno, pirimidinileno, piridazinileno, furileno,
tienileno, pirrolileno, imidazolileno, pirazolileno, tiazolileno, isotiazolileno, oxazolileno, isoxazolileno, furazanileno,
1,2,4-triazol-3,5-ileno y oxadiazolileno;

c) Gz es un grupo para el acoplamiento a un agente reaccionante de unién bioespecifica que se selecciona del
grupo que contiene grupos tiourea, aminoacetamida, amida, tioéter alifatico, disulfuro o 6-sustituida-1,3,5-triazin-
2,4-diamina;

d) Z se selecciona del grupo que consiste en carboxialquilamina, éter, tioéter, carbonilo y metilo no sustituido o
sustituido, en el que el grupo R se selecciona de un grupo que consiste en H, metilo, etilo y carboxilalquilo; y

e) el ion lantanido se selecciona del grupo que consiste en europio(lll), terbio(lll), disprosio(lll) y samario(lll).

Segun todavia otro aspecto, la presente invenciéon proporciona un procedimiento mejorado para llevar a cabo un
ensayo de union bioespecifica. El procedimiento usa la molécula detectable de la presente invencion.

Segun todavia otro aspecto, la presente invencion proporciona un procedimiento de utilizacion de una molécula
detectable segun la invencién en un ensayo de unidn especifica a base de bioafinidad que utiliza determinacion
fluorométrica o fluorométrica resuelta en el tiempo de una luminiscencia especifica.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 ilustra un perfil de purificacién de una proteina marcada con un quelato de europio (Ill) de la presente
invencion.

Descripcion detallada de la invencién

Segun la presente invencion, la provision de un quelato de lantanido nona- o decadentado con dos grupos de unién
disminuye la desactivacién acuosa, incluso en comparaciéon con los quelatos hepta a nonadentados de la técnica
anterior. Se evita un proceso de desactivacion no radioactiva del estado triplete provocado por la rotacion del
marcador, y se hace posible un quelato mas luminiscente de lantanido, y ademas, al mismo tiempo, se pueden
retener todas las otras caracteristicas importantes de marcadores y biomoléculas marcadas sin ninguna formacion
adicional de agregados ni problemas de purificacion.

El objetivo de la presente invencidon es proporcionar unos medios para obtener marcadores de quelatos de
lantanidos mejorados a usar en ensayos de union especifica basados en bioafinidad, tales como inmunoensayos
(tanto ensayos heterogéneos como homogéneos), ensayos de hibridacién de ADN, ensayos de union a receptores,
ensayos inmunocitoquimicos o inmunohistoquimicos que utilizan determinacién fluorométrica o fluorométrica
resuelta en el tiempo de la luminiscencia especifica.
Los quelatos de esta invencidon combinan varias caracteristicas importantes en un solo marcador, tal como

1. elevada absortividad a una longitud de onda adecuada, preferiblemente alrededor de 300 nm,

2. varias partes absorbentes de UV separadas (cromoforos) en la misma estructura del ligando, preferiblemente
dos cromoéforos,

3. transferencia eficaz de energia desde la parte absorbente de UV (sensibilizador de triplete) al ion lantanido,

4. una parte fuertemente quelante para crear a) la estabilidad termodinamica requerida para almacenar los
agentes reaccionantes marcados durante periodos de tiempo prolongados, y b) elevada estabilidad cinética para
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permitir la utilizacion de agentes reaccionantes en condiciones en las que pueden estar presentes iones
metalicos rivales o agentes quelantes,

5. una parte quelante que forma una proteccién del ion quelado tan completa como sea posible, preferiblemente
un ligando nonadentado, y mas preferiblemente un ligando decadentado,

6. un grupo funcional que permite el acoplamiento eficaz del quelato a usar como un agente reaccionante de
unién (por ejemplo, anticuerpo) sin destruir sus propiedades de union ni disminuir las propiedades de
luminiscencia del marcador, evitando preferiblemente dos de dichos grupos funcionales la rotacion del marcador
después del acoplamiento a un agente reaccionante de unioén bioespecifica.

Ademas, el quelato es muy hidréfilo y posee una baja afinidad de unién no especifica por proteinas o superficies
usadas en el andlisis.

La presente invencion proporciona un quelato luminiscente de lantanido que comprende un ion lantanido y un agente
quelante de la formula (1)

f §
Gy Gy
R4 R,
-ooc—< < | | o coo- (b
N—-CH,— % CH,—Z—CH, _A—CH,~N
-Q0C COO-

en la que
a) Ry se selecciona del grupo que consiste en H, -COOH, -COO’, -CH,COOH y -CH,COO;

b) G1 es un grupo que consiste en uno o dos restos, seleccionandose cada resto del grupo que consiste en
etinodiilo (-C=C-), etenileno (-CH=CH-), fenileno, bifenileno, naftileno, piridileno, pirazinileno, pirimidinileno,
piridazinileno, furileno, tienileno, pirrolileno, imidazolileno, pirazolileno, tiazolileno, isotiazolileno, oxazolileno,
isoxazolileno, furazanileno, 1,2,4-triazol-3,5-ileno y oxadiazolileno;

c) Gz es un grupo para el acoplamiento a un agente reaccionante de unién bioespecifica que se selecciona
del grupo que contiene grupos amino, aminooxi, carbonilo, aldehido y mercapto, y una forma activada de
ellos, tal como isocianato, isotiocianato, diazonio, bromoacetamido, yodoacetamido, ésteres reactivos, piridil-
2-ditio o 4-cloro-1,3,5-triazin-2-ilamino 6-sustituido;

d) Z se selecciona del grupo que consiste en carboxialquilamina {-N[(CH2),COOH]- o -N[(CH2),.COQ7-, en el
quen=1,2, 3,4,506 6}, éter (-O-), tioéter (-S-), carbonilo (-CO-) y metilo no sustituido o sustituido (-CR>-), en
el que el grupo Rz se selecciona del grupo que consiste en H, metilo, etilo y carboxilalquilo [-(CH2)mCOOH o -
(CH2)mCOO,enelquem=1,2,3,4,566];y

e) el ion lantanido se selecciona del grupo que consiste en europio(lll), terbio(lll), disprosio(lll) y samario(lll).
La presente invencién también proporciona una molécula detectable que comprende un agente reaccionante de

union bioespecifica unido a un quelato luminiscente de lantanido que comprende un ion lantanido y un ligando
quelante de férmula (1)

¢ r
G1 G1
R4 N R,
-ooc—< Z I , coo- (I
N-—CH,—x CHy;—Z—CH =Z—CH,—N
2 N 2 2 N 2
-00C—~ COO-

en la que

a) R1 se selecciona del grupo que consiste en H, -COOH, -COOQO’, -CH,COOH y -CH,COOQO;
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b) G4 es un grupo que consiste en uno o dos restos, seleccionandose cada resto del grupo que consiste en
etinodiilo (-C=C-), etenileno (-CH=CH-), fenileno, bifenileno, naftileno, piridileno, pirazinileno, pirimidinileno,
piridazinileno, furileno, tienileno, pirrolileno, imidazolileno, pirazolileno, tiazolileno, isotiazolileno, oxazolileno,
isoxazolileno, furazanileno, 1,2,4-triazol-3,5-ileno y oxadiazolileno;

c) Gz es un grupo para el acoplamiento a un agente reaccionante de unién bioespecifica que se selecciona del
grupo que consiste en tiourea (-NH-CS-NH-), aminoacetamida (-NH-CO-CH2-NH-), amida (-NH-CO-, -CO-NH-,-
NCHj3-CO- y -CO-NCHg-), tioéter alifatico (-S-), disulfuro (-S-S-) o 1,3,5-triazin-2,4-diamina 6-sustituida;

d) Z se selecciona del grupo que consiste en carboxialquilamina {-N[(CH2),COOH]- o -N[(CH2),COO]-, en el que
n=1,2, 3, 4,506 6}, éter (-O-), tioéter (-S-), carbonilo (-CO-) y metilo no sustituido o sustituido (-CRx-), en el que
el grupo R, se selecciona del grupo que consiste en H, metilo, etilo y carboxilalquilo [-(CH2)mCOOH o -
(CH2)mCOO,enelquem=1,2,3,4,566];y

e) el ion lantanido se selecciona del grupo que consiste en europio(lll), terbio(lll), disprosio(lll) y samario(lll).

La presente invencion se refiere ademas a la utilizacion de una molécula detectable como se define anteriormente
en ensayos de union bioespecifica.

El agente reaccionante de unién bioespecifica se selecciona de un grupo que consiste en un anticuerpo, un
antigeno, un ligando de receptor, una proteina o péptido de unién especifica, una sonda de ADN o una sonda de
ARN.

Los sustituyentes en la 6-sustituida-1,3,5-triazin-2,4-diamina y 4-cloro-1,3,5-triazin-2-ilamino 6-sustituido se pueden
seleccionar del grupo que consiste en H, halégeno, alcoxi, ariloxi, amino, alquilo inferior (es decir, C4-Ce,
preferiblemente C4-C4), amino sustituido y tioésteres, y se seleccionan preferiblemente del grupo que consiste en
cloro, fluoro, etoxi, 2-metoxietoxi, 2-cianoetoxi, 2,2,2-trifluoroetoxi, tiofenoxi y etoxicarbonilitiometoxi.

El término “luminiscente” debe entenderse en esta invencion que significa “fotoluminiscente”, como ya se sefiala
anteriormente.

Segun una realizacion preferible de la invencién, el ion lantanido es europio(lll) o terbio(lll).

La invencion se ejemplifica ademas mediante los siguientes ejemplos, que demuestran el efecto de la rotacion
evitada del marcador mediante dos grupos de unién junto con una estructura de quelato decadentado sobre la
intensidad de la luminiscencia y los tiempos de decaimiento.

Las estructuras y la ruta sintética empleadas en la parte experimental se muestran en el esquema de reaccién 1a 'y
1b. Los esquemas ilustran la sintesis del compuesto 5 ejemplificada mediante los ejemplos 1 a 5. El esquema 2
ilustra las estructuras de los compuestos marcadores 6 y 7 de referencia. EI compuesto 6 es un marcador de
europio(lll) heptadentado. ElI compuesto 7 es un marcador de europio(lll) nonadentado con dos cromoforos
separados y un grupo de union. El perfil de purificacion, mostrado en la figura 1, de la proteina marcada segun la
invencién demuestra baja agregacion y la ausencia de quelato marcador, y de este modo muestra que la proteina
marcada con un compuesto de la presente invencion, es decir, usando varios grupos de unién reactivos en una
molécula marcadora, no provoca sorprendentemente problemas de purificacién ni reduce el rendimiento del material
marcado.

Se deberia sefialar que aunque se han descrito anteriormente y en los ejemplos a continuacién sélo quelatos
simétricos (es decir, ambos grupos G1 son el mismo grupo, ambos grupos G2 son el mismo grupo, y ambos grupos
R1 son el mismo grupo) y moléculas detectables simétricas, también son en principio alternativas posibles los
quelatos no simétricos. Estas alternativas no simétricas deberian comprender alternativas en las que uno o varios de
los pares no seria el mismo grupo. Estas alternativas tendrian la desventaja de ser mas complicadas de sintetizar.

Ejemplos
Ejemplo 1

Sintesis de 2,2’,2’,2”-{(etoxicarbonil)metilimino]bis(metilen)bis(4-bromopirid-5-in-6,2-diil)bis(metilenonitrilo)}tetraquis
(acetato) de tetra(terc-butilo) (1)

Se disolvié 2,2'-{[4-bromo-6-(bromometil)piridin-2-iljmetilenonitrilo}bis-(acetato) de di(terc-butilo) (2,04 g, 4,014
mmoles) en acetonitrilo seco (40 ml). A la mezcla se afiadié hidrocloruro de glicinato de etilo (0,28 g, 2,006 mmoles)
y diisopropiletilamina (2,8 ml, 16,07 mmoles). Después de agitar durante 4 horas a 48°C, la mezcla se evaporé. El
residuo se disolvio en cloroformo (120 ml) y se lavé dos veces con agua (2 x 30 ml), se secé con sulfato de sodio, y
se evapord. El producto se purificd con cromatografia ultrarrapida (silice, primero 20% de acetato de etilo en éter de
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petréleo y finalmente 50%) El rendimiento fue 0,82 g (43%). RMN 'H (CDCls, 400 MHz): 7,75 (2H, s), 7,63 (2H, s),
4,1 (2H, q, J=7,04 Hz), 4,00 (4H, s), 3,93 (4H, s), 3,37 (10H, s), 1,46 (36H, s), 1,29 (3H, t, J=7,04 Hz).

Ejemplo 2

Sintesis de 2,2’,2”,2”-{[(etoxicarbonil)metilimino]bis-(metilen)bis{[4-[(4-amino)fenil]letinil]piridin-6,2-diil}bis
(metilenonitrilo)}tetraquis(acetato) de tetra(terc-butilo) (2)

Una mezcla del compuesto 1 (0,3 g, 0,313 mmoles), cloruro de bis(trifenilfosfina)-paladio(ll) (8,8 mg, 0,0126 mmoles)
y yoduro de cobre(l) (4,8 mg, 0,0252 mmoles) en trietilamina seca (4 ml) y tetrahidrofurano (4 ml) se desaired con
argon. Se anadié [(4-amino)fenillacetileno (88 mg, 0,751 mmoles) a la mezcla, y la reaccion se agitd toda la noche a
51°C, después de lo cual se filtro, y el filtrado se evaporé. El residuo se disolvié en cloroformo (45 ml) y se lavé dos
veces con agua (2 x 15 ml), se seco6 con sulfato de sodio y se evapord. El producto se purificd con cromatografia
ultrarrapida (silice, primero desde 1% hasta 10% de metanol en diclorometano, y finalmente metanol) El rendimiento
fue 0,24 g (75%). RMN "H (CDCls, 400 MHz): 7,56 (2H, s), 7,53 (2H, s) 7,32 (4H, d, J=8,56 Hz), 6,58 (4H, d, J=8,56
Hz), 4,17 (2H, q, J=7,2 Hz)), 4,01 (4H, s), 3,97 (4H, s), 3,48 (10H, s), 1,46 (36H, s), 1,28 (3H, t, J=7,2 Hz).

Ejemplo 3

Sintesis de acido 2,2',2",2”-{[(etoxicarbonil)metilimino]bis(metilen)bis{[4-[(4-amino)fenil]etinil]piridin-6,2-diil}bis
(metilenonitrilo)}tetraquis(acético) (3)

Una disolucion del compuesto 2 (0,1 g, 0,097 mmoles) en &cido trifluoroacético (2 ml) se agité durante 2 horas a
temperatura ambiente. Tras evaporar sin calentamiento, la mezcla se trituré con éter dietilico (10 ml) y se filtr6. La
filtracion dejo un producto puro. El rendimiento fue 0,13 g. RMN 'H (DMSO, 400 MHz): 7,32 (4H, s), 7,11 (4H, d,
J=8,3 Hz), 6,42 (4H, d, J=8,3 Hz), 3,94 (2H, q, J=7,1 Hz), 3,82 (8H, s), 3,37 (10H, s), 1,06 (3H, t, J=7,1 Hz).

Ejemplo 4

Sintesis de {2,2’,2”,2""-{[(carboximetil)imino]bis(metilen)-bis{[4-[(4-amino)fenil]etinil]piridin-6,2-diil}bis(metilenonitrilo)}
tetraquis(acetato)}europio(lll) (4)

Una mezcla del compuesto 3 (180 mg, 0,164 mmoles), hidroxido de potasio 0,5 M en etanol (10 ml) y agua (4,5 ml)
se agitdé durante 2 horas a temperatura ambiente. Tras evaporar, el residuo se disolvié en agua (4,5 ml) y el pH se
ajustd hasta 6,5 con hidrocloruro 6 M. Se afiadio cloruro de europio(lll) hexahidratado (66 mg, 0,18 mmoles) en agua
(1,9 ml) en 10 minutos y el pH se mantuvo a 6,5 con carbonato de sodio sélido. Tras agitar la reaccion durante 1
hora, el pH se elevd hasta 8,5 con hidréxido de sodio 1 M, y el precipitado se elimind mediante centrifugacion. El
filtrado se traté con acetona, y el producto se recogié mediante centrifugacion y se lavd con acetona. El producto se
uso en la siguiente etapa sin purificaciéon. El rendimiento fue 300 mg. UV (agua): 339, 257 y 247 nm. ESI-TOF-MS
masa para CsoH34EuN7O19 M (monoisotdpico): calculado 924,70, encontrado 924,04.

Ejemplo 5

Sintesis de {2,2',2”,2""-([(carboximetil)imino]bis(metilen)-bis{[4-[(4-isotiocianato)fenil]etinil]piridin-6,2-diil}bis
(metilenonitrilo)}tetraquis(acetato)}europio(lll) (5)

El compuesto 4 (360 mg, 0,374 mmoles) en agua (6,0 ml) se afadié lentamente a una mezcla de tiofosgeno (230 pl,
3,027 mmoles), hidrogenocarbonato de sodio (315 mg, 3,750 mmoles) y cloroformo (6,0 ml). Después de agitar
durante 1 hora, la fase acuosa se lavo dos veces con cloroformo (2 x 12 ml). El pH de la disolucién acuosa se ajusto
hasta 7,0 con é&cido acético 1 M, y se afiadi6 acetona a la fase acuosa. El producto se recogié mediante
centrifugacion y se lavé con acetona. El rendimiento fue 490 mg. UV (agua): 333, 319 y 228 nm. ESI-TOF-MS masa
para C42H30EUN70+10S2 M™ (monoisotdpico): calculado 1008,83, encontrado 1007,96.

Ejemplo 6
Acoplamiento del quelato 5, 7 y quelatos de Eu heptadentados y nonadentados (6 y 7 en el Esquema 2) a proteina

El marcado se llevé a cabo en tampdn de borato 10 mM, pH 8,6-9,0, usando excesos molares de 15 (para el quelato
5), 50 (para el quelato 6) y 150 veces (para el quelato 7). Las reacciones se llevaron a cabo normalmente toda la
noche a +4°C, o a temperatura ambiente. Los anticuerpos marcados se purificaron en columnas de filtraciéon en gel
Superdex 200 HR 10/30 o Superdex 200 HiLoad 26/60 (Pharmacia Biotech) usando Tris-disolucion salina-azida (6,1
g/l de Tris, 9,0 g/l de NaCl, y 0,5 g/l de NaN3), pH 7,75, como tampén de elucion. Las fracciones que contienen el
anticuerpo se reunieron, y las concentraciones de europio se midieron frente a un calibrador de europio (Innotrac
Diagnostics Oy). El conjugado de anticuerpo purificado y la relacion de marcado (quelatos por proteina) se
cuantificaron calculando el rendimiento proteico o midiendo la absorbancia a 280 nm y restando la absorcion
provocada por el quelato afiadido.
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Las medidas de luminiscencia de los anticuerpos marcados con quelato

Los parametros de luminiscencia para los anticuerpos marcados con Eu se midieron en tampén que contiene 5 mM
de Hepes, 2,1 g/l de NaCl, 0,1 mM de EDTA, 0,055 g/l de Tween 20 y 1 g/l de Germall I, pH 7,75. Los espectros de
excitacion y de emisién, las intensidades de luminiscencia y los tiempos de decaimiento se midieron usando un
espectrometro de luminiscencia LS55 (PerkinElmer Instruments), mientras que los coeficientes de extincion molar
(absorbancia) se determinaron con un espectrofotémetro UV-2100 (Shimadzu). Adicionalmente, los tiempos de
decaimiento también se midieron a partir de anticuerpo unido a una fase soélida tras aspirar el tampoén y secar los
pocillos. Las determinaciones en fase sélida se llevaron a cabo usando el espectrofotdmetro de fluorescencia Cary
Eclipse (Varian). Las medidas de luminiscencia se estandarizaron usando 0,1 pM de Eu(lll) en disolucion
potenciadora Wallac Delfia (absortividad molar 37600, rendimiento cuantico 70%, y rendimiento de luminiscencia
26320). Las intensidades de emisidon se midieron usando la linea de emisién mas intensa a aprox. 613 nm.

Tabla 1. Maximos de emision (Aexc), tiempos de decaimiento de la luminiscencia (t) y rendimientos de la
luminiscencia (¢-®) de los quelatos de Eu(lll) 5, 6 y 7 en proteina en tampén de Hepes, pH 7,75.

Quelato hexc [NM] 1 [us] g ®
5 328 1120 8025
6 329 390 1337
7 325 1000 4787

Tabla 2. Tiempos de decaimiento (t) de los quelatos de Eu(lll) 5, 6 y 7 acoplados en proteina en diversos entornos

Quelato 1 [us)/Hepes 1 [us]/superficie humeda 1 [us]/superficie seca
5 1120 1130 1290
6 390 490 1150
7 1000 1000 990
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REIVINDICACIONES

1. Quelato luminiscente de lantanido, caracterizado porque comprende un ion lantanido y un ligando quelante de
férmula (1)

§ I
Gy G
R, R,
-ooc—< " | | o >—coo- @
N—CH,—l CHy—Z—CH, _A—CH,—N
-ooc coo-

en la que
R1 se selecciona del grupo que consiste en H, -COOH, -COQO", -CH,COOH y -CH,COO;

G+ es un grupo que consiste en uno o dos restos, seleccionandose cada resto del grupo que consiste en etinodiilo
(-C=C-), etenileno (-CH=CH-), fenileno, bifenileno, naftileno, piridileno, pirazinileno, pirimidinileno, piridazinileno,
furileno, tienileno, pirrolileno, imidazolileno, pirazolileno, tiazolileno, isotiazolileno, oxazolileno, isoxazolileno,
furazanileno, 1,2,4-triazol-3,5-ileno y oxadiazolileno;

G2 es un grupo para el acoplamiento a un agente reaccionante de unién bioespecifica que se selecciona del grupo
que consiste en grupos amino, aminooxi, carbonilo, aldehido o mercapto, y formas activadas obtenidas de ellos;

Z se selecciona del grupo que consiste en carboxialquilamina {-N[(CH2),COOH]- o -N[(CH2),COQ-, en el que n =
1, 2, 3, 4, 5 6 6}, éter (-O-), tioéter (-S-), carbonilo (-CO-) y metilo no sustituido o sustituido (-CR2-), en el que el
grupo Rz se selecciona del grupo que consiste en H, metilo, etilo y carboxilalquilo [-(CH2)nCOOH o -(CH2)mCOO",
enelquem=1,2,3,4,566];y

el ion lantanido se selecciona del grupo que consiste en europio(lll), terbio(lll), disprosio(lll) y samario(lll).

2. Quelato de lantanido segun la reivindicacion 1, caracterizado porque G es una forma activada seleccionada del
grupo que consiste en isocianato, isotiocianato, diazonio, bromoacetamido, yodoacetamido, ésteres reactivos, piridil-
2-ditio y 4-cloro-1,3,5-triazin-2-ilamino 6-sustituido.

3. Quelato de lantanido segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el ligando quelante es {2,2’,2",2”-
{[(carboximetil)imino]bis(metilen)-bis{[4-[(4-isotiocianato)fenil]etinil]piridin-6,2-
diil}bis(metilenonitrilo)}tetraquis(acetato)}europio(lll).

4. Molécula detectable, caracterizada porque comprende un agente reaccionante de unién bioespecifica unido a un
quelato luminiscente de lantanido que comprende un ion lantanido y un ligando quelante de férmula (1)

Ga G,
& &,
Ry Ry
-00C ~ | | o coo- (D
N—CH;—, CH,—Z—CH, _A—CHyN
-00C COO-

en la que
R1 se selecciona del grupo que consiste en H, -COOH, -COQO", -CH,COOH y -CH,COO;
G+ es un grupo que consiste en uno o dos restos, seleccionandose cada resto del grupo que consiste en etinodiilo
(-C=C-), etenileno (-CH=CH-), fenileno, bifenileno, naftileno, piridileno, pirazinileno, pirimidinileno, piridazinileno,

furileno, tienileno, pirrolileno, imidazolileno, pirazolileno, tiazolileno, isotiazolileno, oxazolileno, isoxazolileno,
furazanileno, 1,2,4-triazol-3,5-ileno y oxadiazolileno;

12
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G2 es un grupo para el acoplamiento a un agente reaccionante de unién bioespecifica que se selecciona del grupo
que consiste en tiourea (-NH-CS-NH-), aminoacetamida (-NH-CO-CH>-NH-), amida (-NH-CO-, -CO-NH-, -NCHjs-
CO- y -CO-NCHj3-), tioéter alifatico (-S-), disulfuro (-S-S-) o 1,3,5-triazin-2,4-diamina 6-sustituida;

Z se selecciona del grupo que consiste en carboxialquilamina {-N[(CH2),COOH]- o -N[(CH2),COQO-, en el que n =
1, 2, 3, 4, 5 6 6}, éter (-O-), tioéter (-S-), carbonilo (-CO-) y metilo no sustituido o sustituido (-CR2-), en el que el
grupo R2 se selecciona del grupo que consiste en H, metilo, etilo y carboxilalquilo [-(CH2)mCOOH o -(CH2)»COO’,
enelquem=1,2,3,4,566];y

el ion lantanido se selecciona del grupo que consiste en europio(lll), terbio(lll), disprosio(lll) y samario(ll).

5. Molécula detectable segun la reivindicacion 4, caracterizada porque el agente reaccionante de union
bioespecifica se selecciona del grupo que consiste en un anticuerpo, un antigeno, un ligando de receptor, una
proteina de unién especifica, una sonda de ADN y una sonda de ARN.

6. Molécula detectable segun la reivindicacion 4, caracterizada porque el quelato luminiscente de lantanido unido a
un agente reaccionante de unidon bioespecifica es {2,2’,2”,2”-{[(carboximetil)imino]bis(metilen)-bis{[4-[(4-
isotiocianato)fenil]etinil]piridin-6,2-diil}bis(metilenonitrilo)}tetraquis(acetato)}europio(lll).

7. Procedimiento para llevar a cabo un ensayo de union bioespecifica que usa una molécula detectable para un
analito que se va a determinar, caracterizado porque dicha molécula detectable que comprende un agente
reaccionante de unién bioespecifica unido a un quelato luminiscente de lantanido comprende un ion lantanido y un
ligando quelante de formula (1)

r r
1 Gy
R1 R‘l
-00C = | | oS >—coo- W
N——CHZ . CH:'—'Z—CHz L CHz"N
-00C COO0O-

en la que
R1 se selecciona del grupo que consiste en H, -COOH, -COQO", -CH,COOH y -CH,COO;

G+ es un grupo que consiste en uno o dos restos, seleccionandose cada resto del grupo que consiste en etinodiilo
(-C=C-), etenileno (-CH=CH-), fenileno, bifenileno, naftileno, piridileno, pirazinileno, pirimidinileno, piridazinileno,
furileno, tienileno, pirrolileno, imidazolileno, pirazolileno, tiazolileno, isotiazolileno, oxazolileno, isoxazolileno,
furazanileno, 1,2,4-triazol-3,5-ileno y oxadiazolileno;

G2 es un grupo para el acoplamiento a un agente reaccionante de unién bioespecifica que se selecciona del grupo
que consiste en tiourea (-NH-CS-NH-), aminoacetamida (-NH-CO-CH2-NH-), amida (-NH-CO-, -CO-NH-, -NCHj3-
CO- y -CO-NCHj3-), tioéter alifatico (-S-), disulfuro (-S-S-) o 1,3,5-triazin-2,4-diamina 6-sustituida;

Z se selecciona del grupo que consiste en carboxialquilamina {-N[(CH2),COOH]- o -N[(CH2),COQO]-, en el que n =
1, 2, 3, 4, 5 6 6}, éter (-O-), tioéter (-S-), carbonilo (-CO-) y metilo no sustituido o sustituido (-CR»-), en el que el
grupo R; se selecciona del grupo que consiste en H, metilo, etilo y carboxilalquilo [-(CH2)mCOOH o -(CH2)»COO",
enelquem=1,2,3,4,566];y

el ion lantanido se selecciona del grupo que consiste en europio(lll), terbio(lll), disprosio(lll) y samario(lll).

8. Procedimiento segun la reivindicacion 7, caracterizado porque el agente reaccionante de unién bioespecifica se
selecciona del grupo que consiste en un anticuerpo, un antigeno, un ligando de receptor, una proteina de union
especifica, una sonda de ADN o de ARN.

9. Procedimiento segun la reivindicacién 7, caracterizado porque el quelato luminiscente de lantanido unido a un
agente reaccionante de union Dbioespecifica es {2,2’,2”,2”-{[(carboximetil)imino]bis(metilen)-bis{[4-[(4-
isotiocianato)fenil]etinil]piridin-6,2-diil}bis(metilenonitrilo)}tetraquis(acetato)}europio(lll).

10. Utilizacion de una molécula detectable segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6 en un ensayo de unién a

base de bioafinidad especifica que utiliza determinacion fluorométrica o fluorométrica resuelta en el tiempo de una
luminiscencia especifica.
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11. Utilizacidon segun la reivindicacion 10, caracterizada porque el ensayo de union a base de bioafinidad especifica
es un inmunoensayo heterogéneo u homogéneo, un ensayo de hibridacién de ADN, un ensayo de unién a receptor,
un ensayo inmunocitoquimico o un ensayo inmunohistoquimico.
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Figura 1
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