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DESCRIPCION
Compuestos de acridinio con alto rendimiento cuantico y sus usos en mejoramiento de la sensibilidad de ensayo
Antecedentes de la invencién

Esta solicitud es una continuacion en parte de la solicitud con nimero de serie 10/260,504 presentada el 27 de
septiembre de 2002.

1. Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a compuestos de acridinio quimioluminiscentes con alto rendimiento cuantico, con
una produccién de luz incrementada. Las caracteristicas estructurales necesarias para obtener emisién de luz
incrementada a partir de compuestos de acridinio se divulgan en la presente. Adicionalmente, también divulgamos
versiones hidrofilicas de estas estructuras, las cuales no sélo tienen produccién de luz incrementada sino también
tienen solubilidad de agua incrementada y bajo enlazamiento no especifico. Estos compuestos son (tiles para
mejorar la sensibilidad de ensayo debido a su elevado rendimiento cuantico y a su naturaleza hidrofilica.

2. Antecedentes de la invencién

Los ésteres de acridinio (AEs por sus siglas en inglés) luminiscentes son etiquetas extremadamente Utiles que se
han usado extensamente en inmunoensayos y ensayos de acidos nucleicos. Una resefia reciente, M.J., Journal of
Clinical Ligand Assay vol. 22, pp. 105-122 (1999) resume los desarrollos pasados y actuales en esta clase de
compuestos quimioluminiscentes.

McCapra, F. et al., Tetrahedron Lett. vol. 5, pp.3167-3172 (1964) y Rahut et al. J. Org. Chem vol. 301, pp. 3587-
3592. (1965) divulgaron que la luminiscencia de los ésteres de sales de acridinio puede provocarse por perdxido
alcalino. Desde estos estudios fundamentales se ha incrementado el interés en compuestos de acridinio debido a su
utilidad como etiquetas. La aplicacion del éster de acridinio bromuro de 9-carboxifenil-N-metilacridinio en un
inmunoensayo fue divulgada por Simpson, J.S.A. et al., Nature vol. 279, pp. 646-647 (1979). Sin embargo, este éster
de acridinio es muy inestable y por lo mismo limita su utilidad comercial. La inestabilidad surge de la hidrdlisis de la
union del éster 9-carboxifenilo entre el fenol y el anillo de acridinio.

En la técnica anterior, se han descrito diferentes estrategias para incrementar la estabilidad de compuestos de
acridinio. Law et al., Journal of Bioluminescence and Chemiluminescence, vol. 4, pp. 88-89 (1989) introdujeron dos
grupos metilo al flanco del residuo de éster de acridinio para estabilizar esta unién. Se encontré que el resultante
éster de acridinio estabilizado de modo estérico, DMAENHS [2’,6'-dimetil-4'-(N-succinimidiloxicarbonil)fenil 10-
metilacridinio-9-carboxilato] tenia la misma produccion de luz que un éster de acridinio que carecia de los dos
grupos metilo. La estabilidad del anterior compuesto al conjugarse con una inmunoglobulina era vastamente superior
y no mostraban pérdida de actividad quimioluminiscente incluso después de una semana a 37 °C, a pH 7. En
contraste, el éster de acridinio monosustituido solamente retuvo 10% de su actividad cuando se sometié al mismo
tratamiento. Las patentes estadounidenses Nos. 4,918,192 y 5,110,932 describen DMAE y sus aplicaciones.

El éster de acridinio estabilizado de modo estérico, DMAE-NHS ha sido utilizado comercialmente en el inmuno
analizador ACS:180™ (Bayer Diagnostics). La patente estadounidense No. 5,656,426 de Law et al. divulga una
version hidrofilica de DMAE denominada éster NSP-DMAE-NHS. Tanto DMAE como NSP-DMAE se usan
actualmente en los inmuno analizadores ACS:180™ y Advia Centaur™ de Bayer. Las estructuras quimicas de estos
compuestos y el sistema de numeracion del anillo de acridinio se ilustran en las siguientes ilustraciones:
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éster de NHS para etiquetado
glutarata

Estructura de NSP-DMAE-MHS Estructura de NSP-DMAE-HEG-Glutarato-MHS

Debido a que el anillo de acridinio es simétrico, C-1 es equivalente a C-8, C-2 es equivalente a C-7, C-3 es
equivalente a C-6, y C-4 es equivalente a C-5.

Ademas, los compuestos de éster de acridinio se divulgan en los documentos EP 1 403254 A1, US 5 521 103, WO
98/02421 A1, US 5593 845 A, US 5523 212 A, y US 6 783 948 B1. En la patente estadounidense No. 6,664,043
B2, Natrajan et al. divulgan derivados de NSP-DMAE con modificadores hidrofilicos adheridos al fenol. La estructura
de un compuesto de ese tipo se ilustra en la figura de arriba. En este compuesto, se adhiere un residuo de diamino
hexa(etilen) glicol (diamino-HEG) al fenol para incrementar la solubilidad acuosa del éster de acridinio. Un residuo de
glutarato se adjunta al extremo de HEG y se convierte en el éster de NHS para habilitar el etiquetado de diversas
moléculas.

Una clase diferente de compuestos de acridinio quimioluminiscentes estables ha sido descrita por Kinkel et al.,
Journal of Bioluminescence and Chemiluminescence vol. 4, pp. 136-139 (1989) y Mattingli, Journal of
Bioluminescence and Chemiluminescence vol. 6, pp. 107-114 (1991) y la patente estadounidense No. 5,468,646. En
esta clase de compuestos, la union de éster fendlico se reemplaza por un residuo sulfonamida, la cual imparte
estabilidad hidrolitica sin comprometer la produccion de luz, segin se ha reportado. En ésteres de acridinio, el fenol
es el ‘grupo saliente’ mientras que en las sulfonamidas de acridinio la sulfonamida es el ‘grupo saliente’ durante la
reaccion quimioluminiscente con peréxido alcalino.

La emision de luz a partir de compuestos de acridinio es provocada normalmente por peréxido alcalino. La
produccién de luz total, la cual también puede denominarse rendimiento cuantico de quimioluminiscencia, es una
combinacion de las eficiencias de la reaccion quimica que conduce a la formacién de la acridona en estado excitado
y al rendimiento cuéantico de florescencia de esta ultima.

Un naimero de factores puede incluir la produccion total de luz de los compuestos de acridinio. Los rendimientos
cuanticos de luminiscencia intrinseca de los compuestos de acridinio se ven afectados marcadamente por sus
estructuras. Mientras que la mayoria de los estudios se han enfocado en el efecto del grupo saliente sobre la
emision de luz, ninguno ha tratado el efecto de los grupos funcionales sobre el anillo de acridinio o los rendimientos
cuanticos de quimioluminiscencia aunque sus efectos sobre las longitudes de onda de la emision de luz hayan sido
bien documentados. Véase la patente estadounidense No. 6,355,803. Aunque la sintesis de un éster de acridinio
con grupos metoxi en C-2 y C-7 del sistema de anillo de acridinio también haya sido divulgado en la patente
estadounidense No. 5,521,103, el efecto de los dos grupos metoxi en el rendimiento cuantico o en la longitud de
onda de la emision de luz del éster de acridinio no se habia divulgado.

Descripcion de los dibujos

En los dibujos acompafiantes:

Fig. 1(a) es una representacion grafica del ensayo de tedfilina a altas concentraciones de teofilina;
Fig. 1(b) es una representacion grafica del ensayo de teofilina a bajas concentraciones de teofilina;

La figura 2(a) es una representacion grafica del ensayo de la hormona estimulante de tiroides (TSH) a bajas
concentraciones de TSH;

La figura 2(b) es una representacion grafica del ensayo de TSH a altas concentraciones de TSH.

Descripcion de las modalidades preferidas
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La presente invencion se refiere al inmunoensayo de la reivindicacién 1 que usa compuestos de acridinio con
rendimientos cuanticos incrementados. Se ha descubierto que colocar grupos donadores de electrones en el anillo
de acridinio incrementa la cantidad de luz que se emite por el compuesto de acridinio correspondiente cuando se
provoca quimioluminiscencia por peréxido alcalino. El concepto de grupos donantes de electrones es bien conocido
por los profesionales en el campo. De manera tipica, un grupo donador de electrones es un grupo funcional que es
un atomo o una coleccién de atomos que, comparados con hidrégeno, donan electrones. Una discusion detallada
sobre grupos donadores de electrones y que retiran electrones puede encontrarse en Smith et al., Advanced Organic
Chemistry: Reactions, Mechanisms y Structure (Quimica organica avanzada: reacciones, mecanismos estructura),
pp. 16-17 (quinta edicién Wiley-Interscience).

Mas especificamente, se ha encontrado que colocar uno o dos grupos funcionales donadores de electrones, tales
como grupos metoxi o alcoxi, en C-2 y/o C-7 del anillo de acridinio de los compuestos de acridinio incrementa su
rendimiento cudntico. La tabla 1 resume los incrementos cuanticos relativos de diversos compuestos de acridinio
sustituidos con metoxi y alcoxi en relacién con NSP-DMAE asi como también sus maximos de longitud de onda de
emision. Las estructuras quimicas de los compuestos representativos de acridinio con grupos funcionales donadores
de electrones en las posiciones C-2 y/o C-7 del anillo de acridinio y los compuestos de acridinio correspondientes sin
grupos funcionales donadores de electrones en las posiciones C-2 y/o C-7 del anillo de acridinio estan listadas en la
tabla 1 y se representan estructuralmente a partir de la misma.

Los compuestos de acridinio listados en la tabla 1 se sintetizaron usando técnicas de quimica organica bien
conocidas por los profesionales en el campo. El éster de acridinio NSP-DMAE, el cual no tiene grupos donantes de
electrones en el nacleo del acridinio, fue usado como compuesto de referencia. En los ejemplos puede encontrarse
informacién acerca de la sintesis de los compuestos de la tabla 1. La emision de luz de cada compuesto se midio
usando un luminémetro equipado con un tubo fotomultiplicador en calidad de detector y la longitud de onda de la
emisiéon se midié usando una camara FSSS (por Fast Spectral Scanning System o sistema de barrido espectral
rapido) de Photoresearch Inc.

Tabla 1. Rendimientos cuanticos relativos de compuestos de acridinio

Rendimiento cuantico | Maximo de longitud de onda de emision,
Compuesto )
relativo nm

1 NSP-DMAE 1 426

2 NSP-2-OMe-DMAE 2.2 458

3 NSP-3-OMe-DMAE 0.35 418

4 NSP-4-OMe-DMAE 0.33 478

5 NSP-2,4-(OMe),-DMAE 0.35 514

6 NSP-2,7-(OMe),-DMAE 2.7 484

7 NSP-2,7-(0OSP),-DMAE 3.1 480

8 NSP-2,5-(OMe)>-DMAE 0.5 486

9 NSP-2,4,7-(OMe)s-DMAE 1 518

10 2,7-(OMHEG),-DMAE 15 480

11 NSP-2,7-(OMHEG), DMAE 3.3 480

12 NSP-AS 1 426

13 NSP-2,7-(OMe)2-AS 1.7 484

Se midié la quimioluminiscencia durante 5 segundos en un lumindmetro Magic Lite Analyzer Luminometer
(MLA1, Bayer Diagnostics). Para medicion de rendimiento cudntico se prepararon muestras de los diversos
compuestos en fosfato de 10 mM, pH 8, que contenia NaCl de 150, albumina de suero bovino (BSA) al
0.05% y azida de sodio al 0.01%. Para determinaciones espectrales de emision se prepararon muestras en
dimetilformamida (DMF).

Las estructuras quimicas de los compuestos listados en la tabla 1 son como siguen:
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5 Partiendo de una inspeccion de la tabla 1, es evidente que un grupo metoxi individual en C-2 o dos grupos metoxi en
C-2 y C-7 del anillo de acridinio incrementan la produccién de luz del compuesto de acridinio correspondiente. Por
ejemplo, NSP-2-OMe-DMAE tiene 2.2 veces la produccion de luz de NSP-DMAE mientras que NSP-2,7-(OMe)2-
DMAE tiene 2.7 veces (270%) la produccion de luz de NSP-DMAE. Los grupos metoxi en otras posiciones sobre el
sistema de anillo de acridinio no conducen a emision de luz incrementada. De esta manera, el hallazgo de la

10 colocacion especifica de grupos metoxi en el anillo de acridinio que se requiere para obtener rendimiento de luz
incrementado es inesperado.
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En adicion a los grupos metoxi, otros grupos alcoxi ("OR"), donde R puede ser alquilo, alquenilo, alquiinilo, arilo, y
aralquilo que contiene hasta 20 heteroatomos, en C-2 y C-7 del anillo de acridinio conducen a emisién de luz
incrementada. Este hallazgo es importante debido a que los componentes estructurales que conducen a una emision
de luz incrementada pueden combinarse con grupos hidrofilicos para producir un compuesto de acridinio hidrofilico
con alto rendimiento cuantico. Por ejemplo, el reemplazo de los dos grupos metoxi en NSP-2,7-(OMe),-DMAE con
grupos O-sulfopropilo ("OSP") en el compuesto NSP-2,7-(OSP),-DMAE también conduce a emision de luz
incrementada la cual es 3.1 veces la produccién de luz de NSP-DMAE. Ademas del grupo O-sulfopropilo, otros
grupos hidrofilicos tales como los grupos de O-metoxi hexa(etilen)glicol ("OMHEG") también conducen a emisién de
luz incrementada.

De esta manera, los dos compuestos 2,7-(OMHEG)2-DMAE y NSP-(OMHEG)2-DMAE emiten 1.5 veces y 3.3 veces
mas luz, respectivamente, que NSP-DMAE como se muestra en la tabla 1. En 2,7-(OMHEG),-DMAE, el nitrégeno de
acridinio contiene un grupo metilo mientras que NSP-(OMHEG),-DMAE contiene un residuo de sulfopropilo. Estas
observaciones demuestran claramente que los grupos -OR en general pueden usarse como grupos donadores de
electrones en estas posiciones para obtener emision de luz incrementada. La sustitucion del grupo funcional clave
es de esta manera la colocacion directa de atomos donadores de electrones en la posicion C-2 y/o C-7 sobre el
nucleo de acridinio.

Otra ventaja de los grupos O-sulfopropilo asi como también de los grupos OMHEG es que los ésteres de acridinio
resultantes son extremadamente hidrosolubles debido a los tres residuos de sulfonato o a los residuos de metoxi
hexa(etilen)glicol en estos compuestos. También pueden usarse otros residuos de poli(etilen) glicol ademas de
hexa(etilen)glicol (HEG). Un éster de acridinio de alto rendimiento cuantico que contiene grupos de -OMTEG [O-
metoxitri(etilen)glicol] en C-2 y C-7 del anillo de acridinio también ha sido sintetizado tal como se describe en el
ejemplo 10.

La sulfonamida de acridinio con dos grupos metoxi en C-2 y C-7 también muestra emision de luz incrementada en
comparacion con la sulfonamida de acridinio no sustituida. Por ejemplo, NSP-2,7-(OMe),-AS emite 1.7 veces mas
luz que NSP-AS en condiciones idénticas. Puesto que los compuestos de sulfonamida de acridinio contienen un
grupo saliente diferente que los ésteres de acridinio, la emisién de luz incrementada obtenida de NSP-2,7-(OMe).-
AS indica claramente que el grupo saliente no desempefia un papel critico. El incremento del rendimiento cuantico
debido a la presencia de grupos donadores de electrones en las posiciones C-2 y/o C-7 del anillo de acridinio aplica
tanto a ésteres de acridinio como sulfonamidas de acridinio.

Los maximos de longitud de onda de emision de los diversos compuestos listados en la tabla 1 muestran que la
colocacion de grupos metoxi 0 alcoxi en cada posicion del anillo de acridinio, excepto en C-3, conduce a un
desplazamiento hacia una longitud de onda mas larga si se compara con NSP-DMAE monosustituido. Sin embargo,
parece no haber correlacion simple entre el maximo de longitud de onda de emision y el rendimiento cuantico. Por
ejemplo, NSP-4-OMe-DMAE tiene un maximo de emisién de 478 nm y adn asi su rendimiento cuantico es solamente
un tercio del NSP-DMAE. Otro punto a notar es que la naturaleza del grupo alquilo adherido a los atomos de oxigeno
en C-2 y C-7 no parece afectar el maximo de longitud de onda de la emisiéon. De esta manera, NSP-2,7-(OMe).-
DMAE; NSP-2,7-(OSP),-DMAE y NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE tienen todos los mismos maximos de longitud de onda
de emision.

En resumen, la tabla 1 divulga compuestos de acridinio con componentes estructurales especificos tales como la
presencia de un grupo -OR en el cual R puede ser alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, y aralquilo que contienen hasta
20 heteroatomos en C-2 y/o C-7 del anillo de acridinio, que contribuyen a emisién de luz incrementada. Un
compuesto de acridinio con alto rendimiento cuantico tiene un rendimiento de luz relativo mayor que el de NSP-
DMAE que se usa como compuesto de referencia en este estudio y al cual se asigna un valor de 1.

Los compuestos de acridinio se usan extensamente en inmunoensayos y ensayos de acido nucleico. Los analitos
gue se miden normalmente en tales ensayos con frecuencia son sustancias de alguna relevancia clinica y pueden
cubrir un rango amplio de moléculas desde grandes macromoléculas, tales como proteinas, acidos nucleicos, virus y
bacterias, y similares, hasta pequefias moléculas tales como etanol, vitaminas, esteroides, hormonas, medicamentos
terapéuticos y similares.

Un inmunoensayo de 'sandwich’ incluye de modo tipico la deteccion de una molécula grande, denominada también
analito macromolecular, usando dos moléculas enlazantes, tales como anticuerpos. Se inmoviliza o se adhiere un
anticuerpo a una fase sélida, tal como una particula, pastilla, membrana, placa de microtitulacion o cualquier otra
superficie sélida.

La metodologia para acoplar moléculas enlazantes, tales como anticuerpos, a fases sdlidas es bien conocida en el
estado de la técnica. Por ejemplo, un anticuerpo puede acoplarse de manera covalente a una particula que contiene
aminas en su superficie usando una molécula de reticulacion, tal como un glutaraldehido. El acoplamiento también
puede ser no covalente y puede incluir adsorcién simple de la molécula de enlace a la superficie de la fase sélida, tal
como pastillas de poliestireno y placa de microtitulacion. El segundo anticuerpo con frecuencia se acopla
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covalentemente con una molécula quimioluminiscente o fluorescente, con frecuencia denominada etiqueta. El
etiquetado de moléculas de enlace, tales como anticuerpos y otras proteinas de enlace, también se conocen bien en
el estado de la técnica y cominmente se llaman reacciones de conjugacion y el anticuerpo etiquetado se llama con
frecuencia un conjugado. Normalmente, un residuo reactivo de amina en la etiqueta reacciona con una amina sobre
el anticuerpo para formar una unién amida. Otras uniones, tales como tioéter, éster, carbamato y similares entre el
anticuerpo y la etiqueta también se conocen bien en el estado de la técnica.

En el ensayo de sandwich, los dos anticuerpos se enlazan a diferentes regiones del analito macromolecular. El
analito macromolecular pueden ser proteinas, acidos nucleicos, oligosacaridos, anticuerpos, fragmentos de
anticuerpo, células, virus, receptores o polimeros sintéticos. Las moléculas de enlazamiento pueden ser anticuerpos,
fragmentos de anticuerpo, éacidos nucleicos, péptidos, proteinas de enlazamiento o polimeros sintéticos de
enlazamiento. Por ejemplo, la proteina de enlazamiento de folato ("FBP") se enlaza al analito folato. Las moléculas
de enlazamiento sintéticas que puede enlazarse a una variedad de analitos también han sido divulgadas por
Mossbach et al. Biotechnology vol. 14, pp. 163-170 (1996).

Cuando la fase soélida con el anticuerpo inmovilizado se mezcla con una muestra que contiene el analito, se forma un
complejo de enlazamiento entre el analito y los dos anticuerpos. Este tipo de ensayo se llama con frecuencia un
ensayo heterogéneo debido a que se involucra una fase sélida. La sefial quimioluminiscente o fluorescente asociada
con el complejo de enlazamiento puede medirse luego y puede inferirse la presencia o ausencia del analito.
Usualmente, el complejo de enlazamiento se separa del resto de los componentes de reaccién de enlazamiento, tal
como el exceso, el anticuerpo etiquetado antes de generacion de sefial. Por ejemplo, si el complejo de enlazamiento
esta asociado con una pastilla magnética, puede usarse un iman para separar el complejo de enlazamiento asociado
con la pastilla del grueso de la solucion.

Usando una serie de ‘estandares’, es decir concentraciones conocidas del analito, puede generarse una curva de
‘dosis-respuesta’ usando los dos anticuerpos. De esta manera, la curva de dosis-respuesta se correlaciona con una
cantidad determinada de sefial medida con una concentracion especifica de analito. En un ensayo de sandwich, a
medida que se incrementa la concentracion del analito, también se incrementa la cantidad de sefial. La
concentracion del analito en una muestra desconocida puede luego calcularse comparando la sefial generada por
una muestra desconocida que contiene el analito macromolecular con la curva de dosis-respuesta.

Del mismo modo, los dos componentes de enlazamiento también pueden ser acidos nucleicos que se enlazan o
hibridan a diferentes regiones de un analito de acido nucleico. La concentracion del analito de acido nucleico puede
deducirse luego de una manera similar.

En los ensayos descritos arriba, a medida que la concentracion del analito disminuye, la cantidad de sefial también
disminuye. A concentraciones de analito extremadamente bajas, se vuelve cada vez mas dificil la capacidad de
distinguir la sefial especifica de la molécula de etiqueta asociada con el complejo de enlazamiento del ‘ruido’ que se
genera del enlazamiento no especifico del anticuerpo etiquetado con la fase sélida.

El enlazamiento no especifico es un fenémeno comdn y se mide en los ensayos como la sefial en ausencia de
cualquier analito y con frecuencia surge cuando el anticuerpo etiquetado se enlaza a la fase sélida de una manera
aleatoria. Para poder medir la sefial especifica que surge de una concentracién pequefia del analito, esta sefial
especifica debe ser mayor en magnitud que la sefial asociada con el enlazamiento no especifico. De esta manera,
incrementar la sensibilidad de un ensayo para un analito por la cual se entiende la habilidad para detectar y
cuantificar cantidades muy bajas de una analito, tiene que incrementarse la sefial especifica y tiene que reducirse el
enlazamiento no especifico.

Una estrategia comin para mejorar la sensibilidad de ensayos que emplean etiquetas quimioluminiscentes o
fluorescentes es etiquetar una de las moléculas de enlazamiento con etiqguetas mudltiples en un intento por
incrementar la fuerza de la sefial especifica. Sin embargo, esta estrategia tiene sus propias desventajas tales como
un incremento en el enlazamiento no especifico el cual invalida la ganancia de sefial especifica y ademas el
etiqguetado mudltiple de los anticuerpos y acidos nucleicos con frecuencia puede tener efectos perjudiciales sobre sus
propiedades tales como su habilidad para enlazar el analito, asi como su solubilidad. Por ejemplo, el etiquetado
multiple de anticuerpos con etiquetas hidréfugas quimioluminiscentes o fluorescentes puede causar la
conglomeracion o precipitacion del anticuerpo.

Un enfoque mas atractivo para mejorar la sensibilidad de ensayo es incrementar la propiedad quimioluminiscente o
fluorescente de la etiqueta de interés. Por consiguiente, un objetivo de la presente invencion es el mejoramiento de
la sensibilidad de ensayo mediante el uso de compuestos de acridinio con alto rendimiento cuantico. Otro objetivo de
esta invencion es la divulgacion de compuestos hidrofilicos de acridinio con alto rendimiento cuantico que no
solamente tengan produccion de luz incrementada sino que sean también extremadamente hidrosolubles y, por
consiguiente, tengan propiedades de enlazamiento no especificas. Tales etiquetas quimioluminiscentes tienen poca
probabilidad de causar aglomeracion o precipitacion de proteinas y acidos nucleicos al compararse con etiquetas
hidréfugas y ofrecen una ventaja distintiva sobre las etiquetas convencionales.
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Finalmente, a pesar que las estrategias de etiquetado multiple para amplificacion de sefial usando etiquetas
hidréfugas son de utilidad limitada, las presentes etiquetas pueden ser mas apropiadas para una estrategia de este
tipo. Por ejemplo, una molécula de enlazamiento, tal como un anticuerpo, puede unirse a otra molécula que puede
servir como el ‘soporte’ de la etiqueta. En tal caso, la molécula enlazante puede considerarse ‘etiquetada
indirectamente’ a través del soporte.

La segunda molécula o portador pueden ser una proteina o moléculas sintéticas tales como polimeros como
poliaminoacidos, o dendrimeros que pueden etiquetarse con el compuesto quimioluminiscente. Empleando una
estrategia asi, las propiedades de la molécula enlazante se segregan y preservan para las reacciones de
enlazamiento, mientras que la molécula portadora se vuelve una portadora de sefial para incrementos grandes en la
sefal.

En el arte previo se conoce bien la conjugacién de proteinas a otras proteinas y polimeros. Un ejemplo simple de tal
estrategia seria etiquetar una proteina tal como albumina de suero bovino (BSA por bovine serum albumin) con
multiples etiquetas quimioluminiscentes y después acoplar o conjugar de manera covalente el BSA etiquetado a un
anticuerpo para un analito. El conjugado de BSA- anticuerpo etiquetado resultante, cuando se usa en el ensayo,
puede generar probablemente cantidades mayores de sefial en virtud de las multiples etiquetas quimioluminiscentes
en el BSA.

Otro tipo de moléculas que pueden ser particularmente adecuadas como soportes son dendrimeros disponibles
comercialmente en Dendritech Inc. Estos dendrimeros, en virtud de su tamafio pequefio en relacidon con el nimero
de grupos funcionales que tienen para el acoplamiento de etiquetas, pueden ser soportes ideales de etiquetas
quimioluminiscentes y fluorescentes.

El acoplamiento de los soportes etiquetados a la molécula de enlazamiento o al anticuerpo puede realizarse de
modo no covalente. Por ejemplo, si la molécula del anticuerpo se etiqueta con biotina, entonces la estreptavidina con
una etiqueta quimioluminiscente puede enlazarse al anticuerpo biotinilado de afinidad fuerte de estreptavidina por
biotina. El conjugado resultante de anticuerpo-estreptavidina puede usarse luego en un ensayo para un analito.

Otra clase de inmunoensayos para analito de molécula pequefia, tales como esteroides, vitaminas, hormonas,
medicamentos terapéuticos o pequefios péptidos, emplea un formato de ensayo que se denomina cominmente
como ensayo competitivo. Normalmente, en un ensayo competitivo se hace un conjugado del analito de interés y
una etiqueta quimioluminiscente o fluorescente mediante enlazamiento covalente de las dos moléculas. El analito de
molécula pequefia puede usarse como tal no puede alterarse su estructura antes de conjugarse a la etiqueta.

El analito con la estructura modificada se llama un analogo. Con frecuencia es necesario usar un analogo estructural
del analito para permitir la quimica para enlazamiento de la etiqueta con el analito. Un analogo estructural de un
analito se usa a veces para atenuar o promover su enlazamiento a una molécula enlazante tal como un anticuerpo.
Tales técnicas son bien conocidas en el arte previo. El anticuerpo o una proteina de enlazamiento con el analito de
interés frecuentemente se inmovilizan sobre una fase sélida, ya sea directamente o a través de una interaccion de
enlazamiento secundario tal como un sistema de biotina-avidina descrito antes.

La concentraciéon del analito en una muestra puede determinarse en un ensayo competitivo permitiendo que la
muestra que contiene el analito y el conjugado de analito-etiqueta compitan por una cantidad limitada de molécula
de enlazamiento inmovilizada en la fase solida. A medida que la concentracion del analito en una muestra se
incrementa, disminuye la cantidad de conjugado de analito-etiqueta capturada por la molécula de enlazamiento
sobre la fase solida. Empleando una serie de ‘estandares’, es decir concentraciones conocidas del analito, puede
construirse una curva de dosis-respuesta donde la sefial del conjugado analito-etiqueta capturado por la molécula de
enlazamiento sobre la fase sélida se correlacione de manera inversa con la concentracion del analito. Una vez se
haya concebido de esta manera una curva de dosis-respuesta, la concentracién del mismo analito en una muestra
desconocida puede determinarse comparando la sefial obtenida de la muestra desconocida con la sefial en la curva
de dosis-respuesta.

Otro formato del ensayo competitivo para analito de molécula pequefia incluye el uso de una fase soélida que se
inmoviliza con el analito de interés o un analogo de analito y anticuerpo o una proteina de enlazamiento especifica
para el analito que se conjuga con una etiqueta quimioluminiscente o fluorescente. En este formato, el conjugado de
anticuerpo-etiqueta es capturado sobre la fase solida mediante interaccién de enlazamiento con el analito o el
analogo de analito sobre la fase sélida.

El analito de interés presente en una muestra enlaza “de manera competitiva” con el conjugado anticuerpo-etiqueta y
de esta manera inhibe o reemplaza la interaccion del conjugado anticuerpo-etiqueta con la fase sélida. De este
modo, la cantidad de sefial generada a partir del conjugado anticuerpo-etiqueta capturado sobre la fase sélida se
correlaciona con la cantidad del analito en la muestra.
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Los compuestos de acridinio de alto rendimiento cuantico de la presente invencién, al usarse en ensayos
competitivos para analito de molécula pequefia, ofrecen la ventaja de producir sefiales superiores en todas las
concentraciones de analito, facilitando de esta manera la medicion de un rango mas amplio de concentracion de
analito. De esta manera, a una concentracion de analito alta, cuando la cantidad del conjugado etiqueta-analito
capturado por la molécula de enlazamiento sobre la fase sélida se vuelve muy pequefia, todavia es posible medir
una sefial discernible a partir de un conjugado de un compuesto de acridinio con alto rendimiento cuantico y el
analito.

Los compuestos hidrofilicos de acridinio con alto rendimiento cuantico de la presente invencién son utiles para la
deteccién de analitos macromoleculares en ensayos heterogéneos con sensibilidad mejorada que comprende los
siguientes pasos:

a) proporcionar un conjugado de una molécula de enlazamiento especifica para un analito macromolecular con un
compuesto de acridinio hidrofilico, de alto rendimiento cuantico, que contiene grupos funcionales donantes de
electrones en la posicién C-2 y/o C-7 del anillo de acridinio;

b) proporcionar una fase soélida inmovilizada con una segunda molécula de enlazamiento, especifica para dicho
analito macromolecular;

c) mezclar el conjugado, la fase solida y una muestra que supuestamente contiene el analito para formar un
complejo de enlazamiento;

d) separar el complejo de enlazamiento capturado sobre la fase sélida;

e) provocar la quimioluminiscencia del complejo de enlazamiento separado adicionando reactivos que provocan
quimioluminiscencia;

f) medir la cantidad de emisién de luz con un luminémetro; y

g) detectar la presencia o calcular la concentracion del analito comparando la cantidad de luz emitida desde la
mezcla de reaccién con una curva estandar de dosis-respuesta que relaciona la cantidad de luz emitida con una
concentracion conocida del analito.

Los compuestos hidrofilicos de acridinio con alto rendimiento cuantico de la presente invencién también son Utiles
para la deteccién de analitos de molécula pequefia en ensayos heterogéneos con sensibilidad mejorada, que
comprende los siguientes pasos:

(a) proporcionar un conjugado de un analito con un compuesto quimioluminiscente hidrofilico de acridinio con alto
rendimiento cuantico que contienen grupos funcionales donantes de electrones en la posicion C-2 y/o C-7 del anillo
de acridinio;

(b) proporcionar una fase soélida inmovilizada con una molécula de enlazamiento especifica para el analito;

(c) mezclar el conjugado, la fase solida y una muestra que contiene supuestamente el analito para formar un
complejo de enlazamiento;

(d) separar el complejo de enlazamiento capturado sobre la fase sélida;

(e) provocar la luminiscencia del complejo de enlazamiento separado adicionando reactivos que disparan la
quimioluminiscencia;

(f) medir la cantidad de luz con un luminémetro; y

(g) detectar la presencia o calcular la concentracion del analito comparando la cantidad de luz emitida desde la
mezcla de reaccién con una curva estandar de dosis-respuesta que relaciona la cantidad de luz emitida con una
concentracion conocida del analito.

Los compuestos hidrofilicos de acridinio con alto rendimiento cuantico de la presente invencién también son Utiles
para la deteccién de analitos de molécula pequefia en ensayos heterogéneos con sensibilidad mejorada, que
comprende los siguientes pasos:

a) proporcionar una fase soélida inmovilizada con un analito o un analogo de analito;
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b) proporcionar un conjugado de una molécula de enlazamiento especifica para el analito con un compuesto
quimioluminiscente, hidrofilico con alto rendimiento cuantico, que contienen grupos funcionales donantes de
electrones en la posicién C-2 y/o C-7 del anillo de acridinio;

c) mezclar la fase sdlida, el conjugado y una muestra que supuestamente contiene el analito para formar un
complejo de enlazamiento;

(d) separar el complejo de enlazamiento capturado sobre la fase sélida;

(e) provocar la quimioluminiscencia del complejo de enlazamiento separado adicionando reactivos que disparan la
quimioluminiscencia;

() medir la cantidad de luz con un luminémetro; y

(g) detectar la presencia o calcular la concentracion del analito comparando la cantidad de luz emitida desde la
mezcla de reaccién con una curva estandar de dosis-respuesta que relaciona la cantidad de luz emitida con una
concentracion conocida del analito.

Los reactivos que provocan la quimioluminiscencia pueden ser peréxido de hidrégeno o sales de peroxido.

La utilidad de los compuestos hidrofilicos de acridinio con alto rendimiento cuantico de la presente invencion es
evidente en inmunoensayos heterogéneos para dos analitos. Por ejemplo, teofilina es un analito de molécula
pequefia y el ensayo de teofilina sirve como un ejemplo de los ensayos competitivos de la presente invencion. La
hormona estimulante de la tiroides (TSH por thyroid stimulating hormone) es un analito macromolecular que
cominmente se mide mediante inmunoensayos. El ensayo de TSH se usa como un ejemplo de los ensayos
sandwich.

Para el ensayo de teofilina, se comparé el desempefio del ensayo de dos conjugados de teofilina-acridinio, el
conjugado NSP-DMAE-HEG-teofilina descrito en la patente estadounidense 6,664,043 y el conjugado hidrofilico con
alto rendimiento cuantico NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-HEG-teofilina descrito en el ejemplo 15.

El ensayo se describe en el ejemplo 18 y las estructuras de los dos conjugados son como sigue:
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NSP-DMAE-HEG-Teofilina NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-HEG-Teofilina

El ensayo de Bayer Diagnostics ACS:180® Tedfilina es uno de una serie de inmunoensayos comercializados en el
mercado, fabricados por Bayer Diagnostics para aplicacion sobre la ACS:180® (sistema de inmunoensayo
quimioluminiscente automatizado).

El ensayo es un inmunoensayo competitivo que usa un conjugado de compuesto de acridinio quimioluminiscente de
teofilina, NSP-DMAE-HEG-teofilina, para medicion de teofilina en una muestra. En el ensayo de teofilina se
mezclaron dos reactivos con la muestra que contiene el analito teofilina para iniciar el ensayo. El primer reactivo de
ensayo es un anticuerpo anti-teofilina inmovilizado sobre particulas para magnéticas (PMP) el cual enlaza tanto al
analito, que es tedfilina, y los conjugados de teofilina-éster de acridinio. El segundo reactivo de ensayo es el
conjugado de teofilina-éster de acridinio.

Puesto que la fase soélida tiene una cantidad limitada del anticuerpo anti-teofilina, el analito teofilina en la muestra y
el conjugado de teofilina-éster de acridinio compiten por enlazarse al anticuerpo sobre la fase sélida. Por lo tanto, la
cantidad de analito en la muestra esta inversamente correlacionada con la cantidad del conjugado de teofilina-éster
de acridinio que se enlazara a la fase sélida en el ensayo.
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El diagnéstico de Bayer ACS:180® realiz6 automaticamente los siguientes pasos para el ensayo de teofilina.
Primero, se dosificaron 0.020 mL de cada una de las 14 muestras a una cubeta separada. Una cubeta es un
contenedor épticamente transparente o traslicido que sostiene los reactivos de ensayo y en el cual tiene lugar el
ensayo.

Las 14 muestras contenian cada una cantidades conocidas separadas de teofilina. Las cantidades de teofilina dadas
como concentraciones en cada una de estas 14 muestras fueron 0, 1.40, 2.10, 2.80, 4.20, 5.60, 9.21, 15.6, 32.7,
68.3, 129, 288, 500, y 1000 micromolar (uM). Las cantidades de teofilina dadas como numeros de moléculas en
cada una de las mismas 14 muestras fueron 0, 0.028, 0.042, 0.056, 0.084, 0.112, 0.184, 0.313, 0.655, 1.37, 2.59,
5.76, 10.0, y 2.00 picomoles (102 moles), respectivamente.

A continuacion, el ACS:180® dosificé los dos reactivos de ensayo juntos a cada cubeta y los reactivo de ensayo se
mezclaron con la muestra dentro de cada cubeta. El primero de los dos reactivos de ensayo fue 0.450 mL de fase
sélida la cual contenia 8.7 picomoles de anticuerpo anti-teofilina sobre particulas para magnéticas separables
magnéticamente. El segundo de los dos reactivo de ensayo fue 0.100 mL de conjugado de teofilina-éster de
acridinio, el cual era 0.026 picomoles de compuesto de acridinio conjugado con teofilina.

El ensayo se realiz6 durante 7.5 minutos a 37 °C. El sistema Bayer Diagnostics ACS:180® finaliz6 el ensayo
separando magnéticamente la fase soélida de otro reactivo de ensayo, luego retirando el fluido de la cubeta y
después lavando la fase sélida en la cubeta con agua. Se inici6 la quimioluminiscencia desde el compuesto de
acridinio sobre la fase sélida con la subsiguiente emision de luz, con las adiciones secuenciales de 0.30 mL de cada
uno de los reactivos 1 de Bayer Diagnostics ACS:180® y reactivo 2 de Bayer Diagnostics ACS:180®. El reactivo 1
era acido nitrico de 0.1 M n y peroxido de hidrégeno al 0.5 %. El reactivo 2 era hidréxido de sodio de 0.25 M y
cloruro de cetiltrimetilamonio al 0.05 %.

El sistema Bayer Diagnostics ACS:180® midi6 la quimioluminiscencia en cada cubeta y cada cubeta correspondia a
una muestra individual ensayada como unidades de luz relativas (RLUs). Se calculé normalizacién a porcentaje de
quimioluminiscencia medida en ausencia de analito para comparacion de la quimioluminiscencia relativa dada para
cada cantidad de analito para los dos conjugados de teofilina-éster de acridinio. Los resultados de ensayo fueron
tabulados en la tabla 2 abajo y en forma grafica en la figura 1.

El espaciado entre valores de quimioluminiscencia para cantidades sucesivas de analito es un indicador de la
sensibilidad del ensayo, donde un espaciado mayor equivale a una sensibilidad mayor. Esto es bien conocido por los
profesionales en el campo. En el actual ensayo, relativo a la etiqueta de rendimiento cuantico mas bajo NSP-DMAE-
HEG, el compuesto de acridinio con rendimiento cuantico alto NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-HEG generé mayor
diferenciacion entre muestras que contenian cantidades pequefias de teofilina y no teofilina.

Tabla 2. Ensayo de teofilina

Teofilina [mM] Etigueta compuesto de acridinio
NSP-DMAE-HEG | NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-HEG
Quimioluminescencia

(RLV) (%) (RLV) (%)

0 1846515 100 2493756 100
1.40 1774943 96.1 2237897 89.7
2.10 1806959 97.9 2115736 84.8
2.80 1790450 97.0 1959285 78.6
4.20 1698641 92.0 1770358 71.0
5.60 1609515 87.2 1647086 66.0
9.21 1391668 75.4 1523003 61.1
15.6 1119475 60.6 1056765 42.4
32.7 808738 43.8 682131 27.4
68.3 525335 28.5 395396 15.9
129 314966 17.1 217917 8.74
288 158037 8.56 107430 4.31
500 100707 5.45 61806 2.48
1000 51284 2.78 32293 1.29

La pendiente de la linea generada para cada indicador usando el ensayo de teofilina Bayer Diagnostics ACS:180®
es un indicador de sensibilidad. En el presente ensayo, la etiqueta de compuesto de acridinio con rendimiento
cuantico alto NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-HEG dio una pendiente incrementada relativa a la etiqueta de compuesto
de acridinio NSP-DMAE-HEG en todas las concentraciones del analito teofilina.
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La sensibilidad de ensayo con frecuencia se define como la cantidad minima mensurable de analito. La cantidad
minima mensurable de analito en el actual inmunoensayo competitivo es la cantidad de analito correspondiente a la
mayor quimioluminiscencia medida que es menos que la diferencia de la quimioluminiscencia medida en ausencia
de analito menos dos desviaciones estandar de quimioluminiscencia medida en ausencia de analito. Por ejemplo, en
inmunoensayos competitivos donde se dan las siguientes representaciones:

n = nimero entero positivo mayor a 0.

x = la cantidad medida de analito correspondiente a y, donde x0 < x1 < x2 < x3 < ... < Xn son sucesivamente
cantidades mayores medidas de analito.

y = la quimioluminiscencia medida para una cantidad de analito, representado por x, donde yO >yl >y2 >y3 > ... >
yn son sucesivamente valores menores de quimioluminiscencia medida para X0 < x1 < x2 < x3 < ... < Xxn,
respectivamente.

x0 = una cantidad cero de analito por la cantidad de analito igual a cero.

y0 = la quimioluminiscencia medida para una cantidad de analito igual a cero, las cual es x0.

s = una desviacion estandar de y0.

Luego la sensibilidad = xn para yn < y0-2s, cuando n = el nUmero entero positivo, menor, no cero.

Usando esta definicion, la sensibilidad del ensayo de teofilina usando el compuesto de acridinio con alto rendimiento
cuantico NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-HEG era de 1.4 uM. La sensibilidad del ensayo usando el compuesto de
acridinio NSP-DMAEHEG era de 4.2 uM. El cociente de 4.2 uMy 1.4 uM es 3.

El compuesto de acridinio con alto rendimiento cuantico NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-HEG incrementé de esta
manera la sensibilidad del ensayo de teofilina de Bayer Diagnostics ACS:180® en tres veces al compararse con el
compuesto de acridinio NSPDMAE-HEG.

El ejemplo establece claramente que cuando se usan como etiquetas de inmunoensayo quimioluminiscente, la
emisién incrementada de luz quimioluminiscente a partir de compuestos de acridinio con alto rendimiento cuantico
mejora la sensibilidad de los inmunoensayos competitivos.

Para el ensayo de TSH, la realizacion del ensayo del éster de acridinio NSP-DMAE-HEG-glutarato-NHS descrito en
la patente estadounidense No. 6,664,043 fue comparada con los compuestos hidrofilicos de acridinio con alto
rendimiento cuantico de la presente invencién, la cual se describe en el ejemplo 19.

Se hizo una comparacion de los compuestos NSP-2,7-(OMTEG),-DMAE-NHS, NSP-2,7-(OMTEG),-DMAEHEG-

glutarato-NHS, NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-AC-NHS y NSP-2,7-(OMHEG),-HEG-glutarato-NHS cuyas estructuras se
muestran abajo y cuya sintesis se describen en el ejemplo 9 (compuestos que contienen HEG)
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y en el ejemplo 10 (compuestos que contienen TEG), respectivamente.

El ensayo de THS3 de Bayer Diagnostics ACS:180® es uno de una serie de inmunoensayos comercializados en el
mercado, fabricados por Bayer Diagnostics para aplicacion en ACS:180®. El ensayo de TSH3 es un inmunoensayo
de sandwich que usa un conjugado de compuesto de acridinio quimioluminiscente de un anticuerpo anti-TSH, para
medicién del analito TSH (hormona estimulante de tiroides) en una muestra. En este ensayo hay dos anticuerpos,
uno de los cuales esta etiquetado con éster de acridinio mientras que el otro esta inmovilizado sobre particulas
paramagnéticas (PMP).

En el ensayo, los dos anticuerpos se mezclan con la muestra que contiene el analito TSH para iniciar el ensayo.
Esto da lugar al enlazamiento de ambos anticuerpos al analito TSH. A medida que se incrementa la concentracion
del analito TSH, una mayor cantidad del anticuerpo etiquetado con éster de acridinio se enlaza a la fase sélida. De
esta manera, la concentraciéon de analito estd directamente correlacionada con la cantidad de sefial
quimioluminiscente observada en el ensayo.

El ACS:180® realiz6 automaticamente los siguientes pasos para el actual ensayo de TSH3. Primero se dosificaron
200 pL de cada una de las 12 muestras a cubetas separadas. Las 12 muestras contenian cada una cantidad
desconocida separadas de TSH. Las cantidades de TSH dadas como concentraciones en cada una de estas 12
muestras eran de 0, 0.002, 0.004, 0.010, 0.015, 0.020, 0.025, 0.030, 0.10, 1.0, 10 y 100 mIU/L. A continuacion, el
ACS:180® dosifico to reactivo de ensayo juntos a cada cubeta y se mezclaron los reactivo de ensayo con la muestra
dentro de cada cubeta. El primero de los dos reactivo de ensayo era 0.100 mL de una solucién que contenia 0.22
picomoles de anticuerpo anti-TSH conjugado con compuestos de acridinio.

Tanto los compuestos de acridinio con alto rendimiento cuantico como NSP-DMAE-HEG-glutarato se ensayaron por
separado como etiquetas conjugadas con el anticuerpo anti-TSH. Los conjugados se prepararon y purificaron
usando el procedimiento descrito en el ejemplo 16. El nimero de etiquetas por molécula de anticuerpo para NSP-
DMAE-HEG-glutarato, NSP-2,7-(OMTEG),-DMAE, NSP-2,7-(OMTEG),-DMAE-HEG-glutarato, NSP-2,7-(OMHEG)--
DMAE-AC y NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-HEG-glutarato fueron de 8, 8, 7, 10 y 8 respectivamente.

De esta manera, todos los conjugados contenian un nimero aproximadamente equivalente de etiquetas. Por lo
tanto, cualquier diferencia en la realizacién del ensayo puede correlacionarse directamente con las propiedades de
etiqueta compuesto de acridinio.

La reaccion de enlazamiento se realizé durante 2.5 minutos a 37 °C el segundo de los dos reactivo de ensayo fue
0.225 mL de fase sélida que era el otro anticuerpo anti-TSH conjugado con particulas paramagnéticas. El ensayo se
realizé luego durante 5.0 minutos a 37 °C. El ensayo se finaliz6 separando magnéticamente la fase soélida de otros
reactivo de ensayo, retirando fluido de la cubeta y lavando la fase sélida en la cubeta con agua.
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La quimioluminiscencia del compuesto de acridinio sobre la fase sélida se iniciéd con la subsiguiente emisién de luz
con adiciones secuenciales de 0.30 mL de cada uno de los reactivo 1 de Bayer Diagnostics ACS:180® y del reactivo
2 de Bayer Diagnostics ACS:180®. La quimioluminiscencia en cada cubeta se midi6 luego como unidades de luz
relativass (RLUs) y cada cubeta correspondia a una muestra individual ensayada. La cantidad de analito se
correlaciona con el numero de RLUs medida por el Bayer Diagnostics ACS:180®. Cuanto mayor sea la cantidad del
analito TSH en una muestra, mayor es la cantidad de RLUs que se miden.

En el ensayo actual, las etiquetas compuestos de acridinio con alto rendimiento cuantico NSP-2,7-(OMTEG),-DMAE,
NSP-2,7-(OMTEG),-DMAE-HEG-glutarato, NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-AC y NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-HEG-
glutarato dieron quimioluminiscencia incrementada para todas las cantidades de analito relativa a la etiqueta
compuesto de acridinio NSP-DMAEHEG-glutarato. Los resultados del ensayo fueron tabulados en la tabla 3-5 y
fueron dibujados graficamente en la figura 2.

Tabla 3. Ensayo de TSH usando compuestos de acridinio como etiquetas

TSH NSP-DMAE- NSP-2,7- NSP-2,7- NSP-2,7-
[mL.U./L] HEG- (OMTEG)2-DMAE | (OMTEG)2-DMAE- |  (OMHEG)2- gaiégég'\gmﬁ‘;ﬁo
glutarato HEG-glutarato DMAE-AC
Quimioluminescencia (RLU)
0 12504 13492 20114 11871 12343
0.002 12831 14514 20185 12567 13973
0.004 13127 15567 22650 13084 14152
0.01 13680 17442 24519 13418 15493
0.015 14161 21150 25387 15268 17577
0.02 15106 21628 27810 16831 19542
0.025 15558 22920 29258 18547 21139
0.03 15750 23840 30872 20170 22404
0.1 20998 50110 66057 46578 58692
1 62108 306958 352706 286667 283798
10 553358 1016772 3147811 1867356 1999399
100 4350612 16861210 21937230 15763393 17584945

Ruido es la porcion de quimioluminiscencia en un inmunoensayo sandwich de una muestra que se debe al
enlazamiento no especifico del anticuerpo etiquetado con la fase sélida y que se mide en muestras que no contienen
analito. Sefial es la porcion de la quimioluminiscencia debido al enlazamiento especifico del anticuerpo etiquetado a
la fase sdlida cuando el analito esta presente en la muestra. La quimioluminiscencia total medida en el actual ensayo
de TSH para muestras que si contienen analito es la suma de sefial mas ruido, donde la sefial se calcula como la
diferencia de la quimioluminiscencia total menos el ruido.

Para el ensayo actual, sensibilidad se define como la cantidad minima mensurable de analito que corresponde a la
luminiscencia minima medida que es mayor que la suma del ruido mas dos desviaciones estandar del ruido. En el
actual ensayo se determinaron sefial y ruido para cada uno de los conjugados ensayados de anticuerpo-éster de
acridinio. La proporcion de la sefial medida por el ruido en un inmunoensayo de sandwich para una cantidad
particular de analito es un indicador de sensibilidad de inmunoensayo de sandwich. Cuanto mayor sea la proporcion
de sefial a ruido para una cantidad particular de analito en un ensayo de sandwich, tanto mas distante es la sefial
correspondiente al ruido y mejor capacidad tiene el ensayo para medir la diferencia entre la sefial y el ruido.

En el ensayo actual, las etiquetas compuestos de acridinio con alto rendimiento cuantico NSP-2,7-(OMTEG),-DMAE,
NSP-2,7-(OMTEG),-DMAE-HEG-glutarato, NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-AC 'y NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-HEG-
glutarato dieron proporciones incrementadas de sefial a ruido para el analito en relacion con la etiqueta NSP-DMAE-
HEG-glutarato para todas las concentraciones de analito. Las mayores proporciones de sefial a ruido generadas por
las etiquetas compuestos de acridinio con alto rendimiento cuantico tanto para las cantidades altas como
particularmente las cantidades bajas de TSH, con relacion a NSP-DMAE-HEG-glutarato, indican un incremento de
sensibilidad para el ensayo de TSH.

Cuando los resultados de la tabla 3 se dibujan en forma grafica en la figura 2, entonces la pendiente de la linea
generada para cada conjugado de anticuerpo-éster de acridinio también es un indicador de sensibilidad. Cuanto
mayor sea la pendiente de la linea, mas distante es la sefial para una cantidad particular de analito del ruido y el
ensayo tiene mejor capacidad de medir la diferencia entre la sefial y el ruido. En el ensayo actual, las etiquetas
compuestos de acridinio con alto rendimiento cuantico NSP-2,7-(OMTEG),-DMAE, NSP-2,7-(OMTEG),-DMAE-HEG-
glutarato, NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-AC y NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-HEG-glutarato  dieron  pendientes
incrementadas relativas a NSP-DMAE-HEG-glutarato, como es evidente a partir de la figura 2. Las pendientes de las
lineas en la figura 2 fueron tabuladas en la tabla 4.
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Tabla 4. Pendientes del ensayo de TSH usando compuestos de acridinio como etiquetas

NSP-MAE- | NSP-2,7- | NSP-2,7- NSP-2,7-(OM ?I()Sl\sl)ﬁg-G) ..
HEG- (OMTEG)2- | (OMTEG)2-DMAE-
glutarato DMAE HEG-glutarato HEG)2-DMAE- | DMAE-HEG-
AC glutarato
Baja pendiente | desde O a 1.1E+05 3.4E+05 3.6E+05 2.8E+05 3.4E+05
de TSH 0.03 mlL.U./L
(RLU/[mI.U./L]) | TSH
Alta pendiente desde 1 a 4.3E+04 1.7E+05 2.2E+05 1.6E+05 1.7E+05
de TSH 100 ml.U./L
(RLU./(mI.U./L]) | TSH

Sensibilidad de ensayo se define con frecuencia como la cantidad minima mensurable de analito. En el actual
inmunoensayo de sandwich, la cantidad minima mensurable distinta de cero de analito es la cantidad de analito
correspondiente a la quimioluminiscencia minima medida que es mayor que la suma del ruido mas dos desviaciones
estandar del ruido. Por ejemplo, en inmunoensayos de sandwich donde se dan las siguientes representaciones:

n = nimero entero positivo mayor a 0.

X = cantidad medida de analito correspondiente a y, donde x0 < x1 < x2 < x3 < ... < Xn son sucesivamente
cantidades medidas mas grandes de analito.

y = la quimioluminiscencia medida para una cantidad de analito, representada por x, donde y0 <yl <y2 <y3<..<
yn son valores sucesivamente mayores de luminiscencia, medidos para x0 < x1 < x2 < x3 < ... < Xxn,
respectivamente.

x0 = una cantidad cero de analito o la cantidad de analito igual a cero.

y0 = la quimioluminiscencia medida para una cantidad de analito igual a cero, la cual es x0.

s = una desviacion estandar de y0.

Entonces, la sensibilidad = xn para yn > y0+2s, cuando n = el nUmero entero menor positivo, no cero.

La sensibilidad de ensayo en el actual ensayo usando etiquetas compuestos de acridinio con alto rendimiento
cuantico se incremento tal como se muestra en la tabla 5 con los nUmeros mas bajos que indican un ensayo mas
sensible. Por ejemplo, usando la etiqueta hidrofilica, con alto rendimiento cuantico NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-HEG-
glutarato en el ensayo se proporciona una sensibilidad de ensayo que es >7-veces mas sensible (0.015/0.002) si se
compara con la etiqueta NSP-DMAE-HEG-glutarato. El ejemplo demuestra claramente que al usarse como
etiquetas, los compuestos de acridinio hidrofilicos con alto rendimiento cuantico incrementan la sensibilidad de
inmunoensayos de sandwich.

Tabla 5. Sensibilidad de ensayo de TSH usando compuestos de acridinio como etiquetas

NSP-2,7-
NSP-2,7- NSP-2,7- (OM- NSP-2,7-(OM-
HEZ-D:\SQFAIO (OMTEG)z2- (OMTEG)2-DMAE- HEG)2-DMAE-HEG-
9 DMAE HEG-glutarato HEG)2- glutarato
DMAE-AC
TSH [mI.U./L] | 0.015 0.004 0.004 0.010 0.002

La sensibilidad incrementada en el ensayo de teofilina y el ensayo de TSH usando los compuestos de acridinio con
alto rendimiento cuéantico de la presente invencion ilustra, en general, la utlidad de estos compuestos para
incrementar sensibilidad de ensayo de una variedad de ensayos. Existen numerosos métodos para disefar
inmunoensayos y ensayos de acidos nucleicos que son bien conocidos en la técnica. Independientemente del
disefio del ensayo, si un ensayo para un analito depende de la generaciéon de una sefial quimioluminiscente para
medicién de la concentracion de aquel analito, entonces los compuestos de acridinio de la presente invencion
permitiran una medicién mas sensible de concentracion de aquel analito, gracias a su alto rendimiento cuantico y su
naturaleza hidrofilica.
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Los compuestos quimioluminiscentes de acridinio, adecuados para usarse en la presente invencion, tienen la
siguiente estructura:

donde,

R; se selecciona de una alquilo, alquenilo, alquinilo o aralquilo que contiene hasta 20 heteroatomos; preferiblemente
un metilo, un sulfopropilo o un grupo sulfobutilo;

R2 y R3 pueden ser iguales o diferentes y se seleccionan de grupos que comprenden hidrégeno, haluros o R, donde
R se selecciona de una alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, o aralquilo que contiene hasta 20 heteroatomos en
posiciones distintas de C-2 y C-7;

X es oxigeno o nitrégeno;

cuando X es oxigeno, Z se omite e Y es un residuo arilo sustituido de la formula:

Ry Rs

Ry Ry

donde R4y Rg pueden ser iguales o diferentes y se seleccionan de hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, alcoxilo (-
OR), alquiltiol (-SR), o grupos -NRaRp, donde Ra y Ry pueden ser iguales o diferentes y se seleccionan de alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, o aralquilo que contiene hasta 20 heteroatomos, R4 y Rg son preferiblemente metilo;

Rs y R7 son iguales o diferentes y son hidrégeno o igual que R tal como se definié antes;

Re = -Ro-R10,

donde Ry no se requiere y se selecciona de alquilo ramificado o de cadena recta, arilo sustituido o no sustituido o
aralquilo que contiene hasta 20 heteroatomos, y

R10 es un grupo saliente o un grupo funcional electrofilico, acoplado con un grupo saliente seleccionado del grupo
que consiste de:

o o
/DLDEQ jL G%Ni > }MNQN P oj\o-"'n ,
) 0" ) :
o)

cr (o]

*NH! === N==C =0
PSS I SN, /
0 HALURO | 0 ,

]
3
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un haluro o -COOH,;
Rs ¥ Re, Y Re ¥ R7 son intercambiables.

De modo alternativo, cuando X es oxigeno, se omite Z e Y es -N=C(R11R12) donde Ri1 y Ri2 son iguales que Re tal
como se definié antes y pueden ser iguales o diferentes;

cuando X es nitrdgeno, Y es igual que Rg tal como se definié antes, Z es -SO»-Y’, e Y’ es un grupo alquilo sustituido
por monosustituido o una cadena ramificada o recta;

W1y W; son iguales o diferentes y son grupos donadores de electrones que comprenden -OR, -OH, -SR, -SH, -NH>,
-NR'R"; donde R, R’ y R" pueden ser iguales o diferentes y se seleccionan del grupo consistente de alquilo,
alguenilo, alquinilo, arilo, y aralquilo que contiene hasta 20 heteroatomos; preferiblemente, W1 y W, pueden ser
iguales o diferentes y se seleccionan de -OMe, -OCH,CH>CH>SOs- y -O(CH,CH,0),-CH,-CH»-OMe, en el cual Me
representa un grupo metilo y n = 0-5.

A" es un contraion que se introduce para emparejarse con el nitrégeno cuaternario de dicho nicleo de acridinio, y se
selecciona del grupo consistente de CH3SO4', FSO3, CF3S04, C4F9S0O4, CH3CsH4SO3', haluro, CF3COOQO°, CH3COO,,
y NO3_.

Mas especificamente, el compuesto de acridinio puede ser un éster de acridinio de la siguiente estructura:

A
R1

|+
N‘x

MeQ OMe

0" Rys

donde Ri3 se selecciona de -OH, -O-N-succinimidilo, -NH-(CH2)s-C(0)-O-N-succinimidilo, -NH-(C;H40)n-C2HsNH-
C(0O)-(CHy)3-C(0)-O-N-succinimidilo, donde n =0 a 5, 0o NH-R-NHR, y donde Ri, A", y R son tal como se describieron
previamente.

El compuesto de acridinio también puede ser un éster de acridinio de la siguiente estructura:
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O/ﬁ\
SOy X*

0™ "Rya

donde Ris, R1 y A estan definidos arriba, y X" es un contraion cargado positivamente para emparejarse con el
residuo sulfonato y puede incluir H*, Na*, K*, o NH,".

El compuesto de acridinio también puede ser un éster de acridinio de la siguiente estructura:

A

R1

|+

N

[ OMe
o7 O

O Ria

donde Ri3, R1 y A" se han definido previamente.

El compuesto de acridinio puede ser también un éster de acridinio de la siguiente estructura:

A

R1

| +

N

x*
0/\/\80 -

O o]

O Ria

donde Ri3, R, Ay X" se han definido previamente.

10 El compuesto de acridinio también puede ser un éster de acridinio de la siguiente estructura:
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0" 'Rys

donde Ri3, R1 y A" se han definido previamente, yn=0 a 5.

El compuesto de acridinio también puede ser un éster de acridinio de la siguiente estructura:

A
R1
I+
N,
'
O F O
¢ %’j /I - ot one
n
OMe o7 "o
0" "Rys

5 donde Ri3, R1 y A"y n se han descrito previamente.

El compuesto de acridinio también puede ser un éster de acridinio de la siguiente estructura:

El compuesto de acridinio también puede ser un éster de acridinio de la siguiente estructura:

oH
LN OCHs
P!E\/ Y 1/\oi/n\/

MeO OMe
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donde n y Ri3 son tal como se describieron previamente.

El compuesto de acridinio también puede ser una sulfonamida de acridinio de la siguiente estructura:

SOy
Ny

H\-.
5SS

MeO OMe
o H’MD ‘N}b
07370 O o
Me

El compuesto de acridinio también puede ser una sulfonamida de acridinio de la siguiente estructura:

SO;”

+N‘h
Meo’\f(o\/}go @ ” 0'{’\":5;/}301\:1:3
TN on

O o

Me

donden=0ab.
Ejemplo 1

Sintesis de 9-carboxilato de 2’,6’-dimetil-4’-carboxifenil 2,7-dimetoxi-10-N-sulfopropil-acridinio [NSP-2,7-(OMe),-
DMAE] y su éster de N-succinimidilo [NSP-2,7-(OMe),-DMAE-NHS]

(a) Sintesis de 9-carboxilato de 2’,6’-dimetil-4’-benziloxicarbonilfenil 2,7-dimetoxi-acridinio

El 4cido 2,7-dimetoxi acridin-9-carboxilico (Patente estadounidense No. 5,521,103) (0.5 g, 0.00177 mol) en piridina
(~25 mL) fue tratado con cloruro de tosilo (0.674 g, 2 equivalentes). Después de agitar durante 10 minutos, se
adicioné 4-benziloxicarbonil -2,6-dimetilfenol (0.453 g, 1 equivalente) y la mezcla resultante se agité a temperatura
ambiente bajo una atmdsfera de nitrégeno. Después de 1-2 horas, se adicionaron 2 equivalentes mas de cloruro de
toluenesulfonilo junto con 0.5 equivalentes del fenol y 10-15 mL de piridina. La reaccién se agité a temperatura
ambiente bajo una atmésfera de nitrogeno durante 48 horas. Luego se retir6 el solvente a presion reducida y se
disolvié el residuo en 50 mL de cloroformo. Esta solucion se lavé con cloruro de amonio acuoso al 2% y bicarbonato
de sodio acuoso al 2%. El extracto de cloroformo se secé luego sobre sulfato de magnesio, se filtré y se evaporé
hasta quedar seco. El producto crudo se purific6 mediante TLC preparativa usando acetato de etilo al 5% en
cloroformo. Rendimiento = 0.663 g (72%). MALDI-TOF MS 524.3 obs. (521.6 calc.).

(b) Sintesis de 9-carboxilato de 2’,6’-dimetil-4’-carboxifenil 2,7-dimetoxi-10-N-sulfopropil-acridinio

El éster de acridinio de arriba (20 mg, 38.4 umoles), 1,3-propano-sultona (0.28 g, 2.29 mmoles) y bicarbonato de
sodio (32 mg, 384 umoles) se mezclaron en un matraz de fondo redondo de 10 mL y se calentd en un bafio de
aceite a 120 °C bajo atmdsfera de nitrégeno. Después de 4 horas, se enfrié la reaccién a temperatura ambiente y se
diluyé con acetato de etilo (10 mL). La suspension se sometio a ultrasonido hasta que el sélido gomoso se dispers6
en el solvente para dar un precipitado de color rojizo-amarillo. Este precipitado se recogié mediante filtraciéon y se
enjuagd con acetato de etilo. Luego se disolvié en metanol y se filtré. El andlisis por HPLC del filtrado usando una
columna de Cis (Phenomenex 4.6 mm x 30 cm) y un gradiente de 30 minutos de MeCN de 10 — 70% en agua (cada
solvente con acido trifluoroacético al 0.05%) mostro que el producto se eluyé a los 23 minutos con ~10% de material
de partida eluyendo a los 31 minutos. La solucién de metanol se evaporé hasta secarse para dar 42 mg de producto
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crudo que se agité en 2 mL de HBr/AcOH al 30% a temperatura ambiente. Se adiciond éter (30 mL) después de 6
horas para precipitar el producto, el cual se recogi6 por filtracién y se enjuag6 con éter. El producto se disolvié en
metanol (40 mL) y se analiz6 por HPLC tal como se describié antes. Se encontré que el producto eluia a los 15.9
minutos sin material de partida. La evaporaciéon del filtrado de metanol proporciond un sélido oleoso el cual se
redisolvié en metanol (2-3 mL) y se diluy6é con acetato de etilo (20 mL). La evaporaciéon del solvente produjo un
sélido amarillo. Rendimiento = 34 mg. Una porcidon de este material se disolvi6 en DMF (2-3 mL) y se purifico
mediante HPLC preparativa usando una columna de Cig de 30 mm x 30 cm. La fraccién de HPLC que contenia el
producto se congel6 a -80°C y se liofilizé hasta secarse para dar un polvo amarillo claro. MALDI-TOF MS 555.7 obs.
(553.6 calc.).

(c) Sintesis de 9-carboxilato de 2',6'-dimetil-4’-N-succinimidiloxicarbonyfenil 2.7-dimetoxi-10-N-sulfopropil-acridinio

NSP-2,7-(OMe),-DMAE crudo (34 mg, 61.5 umoles,) en DMF (3 mL) fue tratado con diisopropiletilamina (13 uL, 1.2
equivalentes) y TSTU (18.5 mg, 1 equivalente). Después de agitar durante 15 minutos, El analisis de HPLC, tal como
se describié en el paso (b) r, versién completa a un producto que eluia a los 17.8 minutos. Una porcién de la mezcla
de reaccion de arriba fue purificada mediante HPLC preparativa tal como se describi6 en el paso (b). La fraccion de
HPLC que contenia el producto se congeld a -80°C y se liofilizé hasta secarse para dar un polvo de color amarillo
claro. MALDI-TOF MS 653.2 obs. (650.7 calc.).

Las siguientes reacciones describen la sintesis de NSP-2,7-(OMe),-DMAE y su éster NHS.

0.0

= :) MeO @ ii OMe iy

MeO 2. 30% HBr/AcOH
COOH ch%}caonn 0 0:

COOBn

I,A\,.-SDJ
N,_ TSTU, DMF e
\UEG”\DM&E Meﬂ’?ﬂMe

(9]
00N
8]

CUDH

Ejemplo 2
Sintesis de 9-carboxilato de 2’,6’-dimetil-4’-carboxinhenil 2-metoxi-10-N sulfopropil-acridinio (NSP-2-OMe-DMAE)
(a) Sintesis de N-(4-metoxifenil)isatina

Una solucion de isatina (2.5 g, 0.017 mol) en DMF anhidra (50 mL) se enfri6 a 0°C en un bafio de hielo y se traté con
hidruro de sodio (0.5 g, 1.2 equivalentes). Se formé una solucién purpura que se agité 0°C durante 30 minutos y
luego se calenté a temperatura ambiente. A esta solucidon se adicion6 4-bromoanisol (2.13 mL, 1 equivalente)
seguido de yoduro de cobre (6.46 g, 2 equivalentes). La reaccién se calent6 en un bafio de aceite a 145°C durante
6-7 horas. Luego se enfri la reaccion a temperatura ambiente, se diluyé con un volumen igual de acetato de etilo y
se filtrd. El filtrado se evaporo hasta secarse. El producto crudo, que fue obtenido como un sélido marrén oscuro, se
us6 como tal para la siguiente reaccion.

(b) Sintesis de acido 2-metoxi-acridin-9-carboxilico

La isatina del paso (a) se sometid a reflujo con 150 mL de hidréxido de potasio al 10% bajo una atmdsfera de
nitrégeno. Después de 4 horas, la reaccién se enfrié a temperatura ambiente y se filtrd. El filtrado se diluyé con agua
(150 mL) y hielo. Esta solucién se acidificé luego con HCI concentrado. Se separd un precipitado amarillo que se
recogio por filtracion y se enjuag6 con agua fria y éter. Después de secar al aire, el precipitado se transfirié a un
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matraz de fondo redondo con metanol y se evaporé hasta secarse. El residuo resultante se evaporé hasta secarse
dos veces desde tolueno y se obtuvo un polvo amarillento marrén. Rendimiento = 1.15 g (26%).

(c) Sintesis de 9-carboxilato 2’,6'-dimetil-4'-benziloxicarbonilfenil 2-metoxi-acridinio

El acido 2-metoxi acridin-9-carboxilico (0.8 g, 0.0032 mol) en piridina (30 mL) se enfri6 en un bafio de hielo bajo
atmadsfera de nitrégeno y se tratdé con cloruro de tosilo (1.32 g, 2 equivalentes) seguido por 4-benziloxicarbonil-2,6-
dimetilfenol (0.81 g). La reaccién se calent6 a temperatura ambiente y se agité durante 24 horas. Luego se retiro el
solvente a presién reducida y el residuo fue suspendido en 100 mL de tolueno y se evapord hasta secarse. El
residuo resultante se disolvié en cloroformo (10 mL) y se purific6 mediante cromatografia flash sobre gel de silice
usando acetato de etilo 5%, cloroformo 25% y hexanos 70%. Rendimiento = 0.84 g (54%), polvo amarillo claro.
MALDI-TOF MS 492.8 obs. (491.5 calc.).

(d) Sintesis de 9-carboxilato de 2’,6’-dimetil-4’-carboxifenil- 2-metoxi-10-N-sulfopropil-acridinio

Este compuesto fue sintetizado a partir del éster de acridinio mediante el método descrito en el ejemplo 1, seccion
(b) para NSP-2,7-(OMe),-DMAE.

(e) Sintesis de 9-carboxilato de 2’,6’-dimetil-4’-N-succinimidiloxicarboxifenil 2-metoxi-10-N-sulfopropil-acridinio

NSP-2-OMe-DMAE (23 mg, 0.044 mmol) en DMF (1.5 mL) fue tratado con N-hidroxisuccinimida (25 mg, 5
equivalentes) y diisopropil-carbodiimida (68 ulL, 10 equivalentes). La reaccion fue agitada vigorosamente a
temperatura ambiente. Después de 36 horas, el analisis de HPLC, tal como se describié antes en el ejemplo 1,
seccion (b), mostrd conversién completa a un producto que eluia a los 16.7 minutos sin material de partida a los 14.7
minutos. El producto se purific6 mediante HPLC preparativa usando una columna de Cig, 20 mm x 30 cm. La
fraccion de HPLC, que contenia producto se congel6 a -80°C y se liofilizd hasta secarse para dar un polvo amarillo
claro. Rendimiento = 23 mg (84%).

Las siguientes reacciones describen la sintesis de NSP-2-OMe-DMAE vy su éster NHS.
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Ejemplo 3
Sintesis de 9-carboxilato de 2’,6’-dimetil-4’-carboxifenil 3-metoxi-10-N-sulfopropil-acridinio [NSP-3-OMe-DMAE]

Este compuesto fue hecho a partir de 3-bromoanisol, isatina y 4-benziloxicarbonil-2,6-dimetilfenol usando los
mismos procedimientos descritos arriba para el analogo 2-metoxi en el ejemplo 2.

Las siguientes reacciones describen la sintesis de NSP-3-OMe-DMAE.

0 Q
1. NaH, DMF @r& ]U% KOH OMe
(X =0 5o 0 Pe®
N 2. Cul, @,Bl‘ N ”

H COOH
OMe OMe
TsCI 50 505
OMe 1. 0 NaHCO3 N OMe
, COC
HO COOBn 2.30% HBr/AcOH
070
CO-OBn TYoon

Ejemplo 4
Sintesis de 9-carboxilato de 2’,6’-dimetil-4’-carboxifenil 4-metoxi-10-N-sulfopropil-acridinio [NSP-4-OMe-DMAE]

Este compuesto fue hecho a partir de 2-bromoanisol, isatina y 4-benziloxicarbonil-2,6-dimetilfenol usando los
mismos procedimientos descritos arriba para el anadlogo 2-metoxi en el ejemplo 2. Las siguientes reacciones
describen la sintesis de NSP-4-OMe-DMAE.

O O
gﬂ): 1. NaH, DMF @.%: 10% KOH Ny
——————— 0 D e ]
N0 e Br N @ P
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O @, COOH

ND OMe Q‘s"c'
150w S N - O wattcos
= G >
HO COOBn 2. 30% HBr/AcOH
\é,
CO0Bn COOH

Ejemplo 5

Sintesis de 9-carboxilato de 2’,6’-dimetil-4’-carboxifenil 2,4-dimetoxi-10-N-sulfopropil-acridinio [NSP-2,4-(OMe),-
DMAE]

Este compuesto fue hecho a partir de 2,4-dibromoanisol, isatina y 4-benziloxicarbonil-2,6-dimetilfenol usando los
mismos procedimientos descritos arriba para el analogo 2-metoxi en el ejemplo 2. Las siguientes reacciones
describen la sintesis de NSP-2,4-(OMe),-DMAE.

23



10

15

20

ES 2527059 T3

0 0 OMe
1. NaH, DMF 10% KOH N
O Tom o o T LD
N 2. Cul, Br N = OMe
H ,JC:L OMe COOH
MeO OMe

OMe

SOy

TsCl N@ N E"J%D NaHCO, +N(r OMe

—}j}—coosn @ 'f OMe g @ /\ 0
0

2. 30% HBr/AcOH Me
O 070

Ejemplo 6

Sintesis de 9-carboxilato de 2’,6’-dimetil-4’-carboxifenil 2,5-dimetoxi-10-sulfopropil-acridinio [NSP-2.5-(OMe).-DMAE]
(a) Sintesis de N-(2-metoxifenil)-5-metoxiisatina

5-Metoxiisatina (2 g, 0.0113 mol) en DMF anhidra (15 mL) se enfri6 en un bafio de hielo bajo atmésfera de nitrégeno
y se traté con hidruro de sodio (0.54 g, 1.2 equivalentes, dispersién de 60% en aceite mineral). La reaccion fue
agitada a 0 °C durante 0.5 horas y luego se adicioné 2-bromoanisol (1.4 mL, 1 equivalente) junto con yoduro de
cobre (4.3 g, 2 equivalentes). La reaccion se calentd en un bafio de aceite a 140 °C durante 16 horas luego la
reaccion se enfri6 a temperatura ambiente y se filtrd. El filtrado fue evaporado hasta secarse. El sélido marrén
oscuro se uso directamente para la siguiente reaccion.

(b) Sintesis de acido 2,5-dimetoxi acridin-9-carboxilico

El derivado de isatina cruda del paso (a) se sometio a reflujo en 60 mL de hidréxido de potasio al 10% en agua
durante 4 horas. Luego la reaccion se enfrié a temperatura ambiente y se filtr6. El filtrado se acidificé con una
mezcla de acido clorhidrico concentrado y hielo hasta que se separ6 un precipitado oscuro. El producto se recogio
mediante filtracién y se secd al vacio. Rendimiento = 0.32 g (10%).

(c) Sintesis de 9-carboxilato de 2',6’-dimetil-4'-benziloxicarbonilpheny-2,5-dimetoxi-acridinio

Este compuesto se sintetizd a partir del acido 2,5-dimetoxi acridin-9-carboxilico y 4-benziloxicarbonil-2,6-dimetilfenol
usando el procedimiento descrito para la sintesis del analogo 2,7-dimetoxi en el ejemplo 1.

(d) Sintesis de 9-carboxilato de 2’,6’-dimetil-4’-carboxifenil 2,5-dimetoxi-10-N-sulfopropil-acridinio [NSP-2,5-(OMe),-
DMAE]

Este compuesto fue sintetizado mediante reaccion del éster de acridinio con 1,3-propano-sultona usando el
procedimiento descrito para la sintesis del NSP-2,7-(OMe),-DMAE en el ejemplo 1, seccién (b).

Las siguientes reacciones describen la sintesis de NSP-2,5-(OMe),-DMAE.
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Ejemplo 7

Sintesis de 9-carboxilato de 2’,6’-dimetil-4’-carboxifenil 2,4,7-trimetoxi-10-N-sulfopropil-acridinio [NSP-2,4,7-(OMe)s-
DMAE]

5 Este compuesto fue sintetizado a partir de 5-metoxiisatina, 2,4-dibromoanisol y 2,6-dimetil-4-carboxibenzilfenol
usando procedimientos descritos en el ejemplo 6.

Las siguientes reacciones describen la sintesis de NSP-2,4,7-(OMe)s-DMAE.
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Ejemplo 8

10 Sintesis de 9-carboxilato de 2’,6’-dimetil-4’-carboxifenil 2,7-bis(O-sulfopropil)-10-N-sulfopropil-acridinio [NSP-2,7-
(OSP),-DMAE] y su éster de N-succinimidilo [NSP-2,7-(OSP),-DMAE-NHS]

(a) Sintesis de 9-carboxilato de 2’,6’-dimetil-4’-metoxicarbonilfenil 2,7-dihidroxi-acridinio

Una solucién de 9-carboxilato de 2’,6’-dimetil-4’-benziloxicarbonilfenil- 2,7-dimetoxi-acridinio (52 mg, 100 umoles) en
diclorometano (5 mL) se enfri6 en un bafio de hielo bajo una atmdsfera de nitrégeno y se traté con una solucién de 1
15 M de tribromuro de boro en diclorometano (4 mL). La reaccién se calenté a temperatura ambiente y se agité durante
3-4 horas. Luego la reaccion se enfrio de nuevo en un bafio de hielo y se adicion6 cuidadosamente metanol (10 mL).
Luego se calentd la reaccion a temperatura ambiente y se agitdé durante 16 horas. Después del tiempo de reaccion
indicado, se adicion6 bicarbonato de sodio sélido a la reaccién hasta un papel de pH neutro. La mezcla de reaccion
completa se evaporé luego hasta secarse. El residuo se dividié entre acetato de etilo (30 mL) y agua (50 mL). La
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capa de acetato de etilo se secé sobre sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 y se evapor6 hasta secarse para dar un
polvo amarillo. Rendimiento = 30 mg (75%). MALDI-TOF MS 419.4 obs. (420.5 calc.)

(b) Sintesis de 9-carboxilato de 2’,6’-dimetil-4’-carboxifenil 2,7-bis(O-sulfopropil)-10-N-sulfopropil acridinio

El derivado de 2,7-dihidroxi acridina de la seccién (a) (30 mg, 71.6 umoles) se mezclé con 1,3-propano sultona
(0.875 g, 100 equivalentes) y bicarbonato de sodio (120 mg, 20 equivalentes). La mezcla se calenté en un bafio de
aceite a 140°C con agitacion vigorosa. Después de una hora, se adicionaron ademas 100 equivalentes de 1,3-
propano sultona y 20 equivalentes de bicarbonato de sodio y se continud la reaccién. Después de una hora adicional
se tratd la mezcla de reaccidon con mas 1,3-propano sultona (100 equivalentes) y bicarbonato de sodio (20
equivalentes). Se continué la reaccién por una hora y luego se enfrié a temperatura ambiente. Se adicion6 acetato
de etilo (20 mL) y la mezcla de reaccion se sometié ultrasonido brevemente (15 minutos) para dispersar la goma en
un precipitado amarillo. Este precipitado se recogié mediante filtracion y se enjuagé con acetato de etilo. Este sélido
luego se transfirié con la ayuda de metanol ain matraz con fondo redondo y luego se evaporé hasta secarse. El
residuo resultante se suspendié en 20 ml de acido clorhidrico de 1 N y se sometio a reflujo por 3 horas. El andlisis de
HPLC tal como se describe en el Ejemplo 1, seccién (b), indicd un producto que eluia a los 11 minutos junto con
algunos subproductos. La mezcla de reaccién se concentré hasta un volumen pequefio y se purifico mediante HPLC
preparativa usando una columna de Cig, 20 mm x 30 cm. La fraccion de HPLC que contiene el producto se congel6
a -80°C y se liofiliz6 hasta secarse para producir un polvo amarillo claro. Rendimiento = 12.5 mg (23%). 772.7 obs.
(769.8 calc.).

(c) Sintesis de 9-carboxilato de 2',6'-dimetil-4’-N-succinimidiloxicarbonilfenil 2,7-bis(O-sulfopropil)-10-N-sulfopropil
acridinio

NSP-2,7-(OSP),-DMAE (3 mg, 3.9 umoles) se disolvio en DMF anhidra (1 mL) y se traté con diisopropiletilamina (1.4
uL) y TSTU (1.8 mg, 1.2 equivalentes). La reaccién se agitd a temperatura ambiente. Después de 40 minutos, se
adicioné mas diisopropiletilamina y TSTU y la reaccién continué durante 30 minutos. El andlisis de HPLC usando
una columna de Cis de Phenomenex, 4.6 mm x 30 cm, y un gradiente de 40 minutos de MeCN 10% — 40% en
agua, cada uno con acido trifluoroacético de 0.05%, a una velocidad de flujo de 1 mL/min mostré conversiéon
completa en un producto que eluia a los 19 minutos sin material de partida los 17 minutos. El producto se purificé
mediante HPLC preparativa usando una columna de Cis, 20 mm x 30 cm. La fraccion de producto que contiene el
producto se congel6 a -80°C y se liofilizd hasta secarse. Rendimiento = 2 mg (59%). MALDI-TOF MS 868.2 obs.
(866.9 calc.).

Las siguientes reacciones describen la sintesis de NSP-2,7-(OSP),-DMAE y su éster NHS.
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Ejemplo 9

Sintesis de 9-carboxilato de 2',6’-dimetil-4’-carboxifenil 2,7-bis[O-metoxihexa(etilen)glicol]-10-N-sulfopropil-acridinio
[NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE]; 9-carboxilato de 2’,6'-dimetil-4’-carboxifenil 2,7-bis[O-metoxihexa(etilen) glicol]-10-N-
metil-acridinio [2,7-(OMHEG),-DMAE]; ésteres de N-succinimidilo [2,7-(OMHEG),-DMAE-NHS] y [NSP-2,7-
(OMHEG),-DMAE-NHS]; 9-carboxilato de 2'6’-dimetil-4’-N-succinimidiloxi-
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glutarilamidohexa(etilen)glicolamidocarbonilfenil-2,7-bis(O-metoxihexa(etilen)glicol]-10-sulfopropil-acridinio [NSP-2,7-
(OMHEG),-DMAE-HEG-glutarato-NHS] y 9-carboxilato de 2',6’-dimetil-4’-N-succinimidiloxicaproilamidocarbonilfenil-
2,7-bis[Ometoxi(hexa)etilen glicol]-10-N-sulfopropil-acridinio [NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-AC-NHS]

(a) Sintesis de 9-carboxilato de 2',6’-dimetil-4’-metoxicarbonilfenil-2,7-bis[O-metoxi hexa(etilen) glicol]-acridinio.

Una solucién de 9-carboxilato de 2’,6'-dimetil-4’-metoxicarbonilfenil-2,7-dihidroxi acridina (100 mg, 0.24 mmol) en
THF anhidra (25 mL) se enfrié en un bafio de hielo bajo una atmésfera de nitrégeno y se traté con hidruro de sodio
(dispersion de 60%, 25 mg, 2.5 equivalentes). Después de agitar durante 30 minutos en el bafio de hielo, se adicion6
tosilato de metoxi hexa(etilen) glicol (Yamashita et al. J. Am. Chem. Soc. 1995, 117, 6249-6253, 195 mg, 3
equivalentes). La reaccidn resultante se someti6 reflujo bajo nitrégeno durante 4 horas. Luego se enfrio la reaccion a
temperatura ambiente y se neutralizé con acetato de etilo y metanol y luego se evaporé hasta secarse. El residuo se
dividié entre cloroformo (30 mL) y solucién saturada de cloruro de sodio (30 mL). La capa de cloroformo se separ6
de la capa acuosa se extrajo dos veces mas con cloroformo (2 x 10 mL). La capa organica combinada se secé sobre
sulfato de magnesio, se filtr6 y se evaporé hasta secarse para dar un sélido aceitoso. Rendimiento = 0.242 g
(quant.). El andlisis de HPLC usando una columna de Cig de Phenomenex, 4.6 mm x 30 cm, y un gradiente de 30
minutos de MeCN 10% — 70% en agua, cada uno con &cido trifluoroacético al 0.05%, a una velocidad de flujo de 1
mL/min mostré conversién completa en producto que eluia a los 24 minutos. Este material fue usado como tal para
las siguientes transformaciones.

(b) Sintesis de 9-carboxilato de 2’,6’-dimetil-4’-carboxifenil-2,7-bis[O-metoxi hexa(etilen) glico]-10-N-metil-acridinio

El éster de acridinio del paso (a) (45 mg, 46 umoles) se disolvié en diclorometano anhidro (5 mL) y fue tratado con
bicarbonato de sodio (20 mg, 5 equivalentes) y metil trifluorometano sulfonato (50 uL, 10 equivalentes). La reaccion
fue agitada a temperatura ambiente durante 16 horas. El andlisis de HPLC tal como se describi6é en la seccién (a)
indicé un producto que eluia a los 21 minutos. La reaccion se filtr6 a través de algodon de vidrio para retirar
bicarbonato de sodio y el filtrado se evapor6 hasta secarse. El residuo se suspendié en 10 mL de HCl de 1IN y la
reaccion resultante se sometié a reflujo bajo atmosfera de nitrégeno durante 2 horas. El analisis de HPLC indico
hidrélisis limpia del éster de metilo con el producto que eluia a los 19 minutos. La mezcla de reaccién se concentro
luego a un volumen pequefio (3-4 mL) mediante evaporacién por rotacion y el producto se purific6 mediante HPLC
preparativa usando una columna de Cis ,30 x 300 mm, YMC y el gradiente descrito antes. La fraccién de HPLC que
contiene el producto se congel6 a -80°C y se liofilizd hasta secarse. Rendimiento = 18.2 mg (aceite), 40%.

(c) Sintesis de 9-carboxilato de 2’,6’-dimetil-4’-carboxifenil-2.7-bis[O-metoxi hexa(etilen) glicol]-10-N-sulfopropil-
acridinio

El éster de acridinio del paso (a) (0.1 g, 0.102 mmol) se mezclé con 1,3-propano sultona (1.25 g, ~100 equivalentes)
y bicarbonato de sodio (170 mg, 20 equivalentes). La mezcla se calenté en un bafio de aceite a 130°C bajo una
atmosfera de nitrégeno. Después de 2-3 horas, se enfrio la reaccidn a temperatura ambiente y se diluy6 con acetato
de etilo (~10 mL). La mezcla se someti6é brevemente a ultrasonido para dispersar la goma a un polvo que se recogié
mediante filtracién. El producto se suspendié en 10 mL de HCI de 1 N y se someti6 reflujo bajo una atmésfera de
nitrégeno durante 2 horas. Luego se enfrié a temperatura ambiente y se analiz6 mediante HPLC tal como se
describe en la seccidn (a) la cual indicé un producto que eluia a los 17 minutos. El producto se purific6 mediante
HPLC preparativa tal como se describi6 arriba y la fraccion de HPLC se congel6 a -80°C y se liofilizé hasta secarse.
Rendimiento ~10 mg (10%).

(d) Sintesis de 9-carboxilato de 2'6'-dimetil-4’-N-succinimidiloxicarbonily-fenil-2,7-bis[O-metoxihexa(etilen)glicol]-10-
N-metil-acridinio

El acido carboxilico del 9-carboxilato de 2’,6-dimetil-4’-carboxifenil-2,7-bis[O-metoxihexa(etilen) glicol]-10-N-
metilacridinio (18 mg, 18.7 umoles) en DMF anhidra (2 mL) fue tratado con diisopropiletilamina (5 uL, 1.5
equivalentes) y TSTU (7 mg, 1.2 equivalentes). La reaccién fue agitada a temperatura ambiente. Después de 1 hora,
el analisis de HPLC usando una columna de Cig de Phenomenex, 4.6 mm x 30 cm, y un gradiente de 30 minutos de
MeCN de 10% — 70% en agua, cada uno con acido trifluoroacético al 0.05%, a una velocidad de flujo de 1 mL/min
mostré conversion completa a un producto que eluia a Rt = 20 minutos. El producto se purificé usando una columna
de YMC, Cis 20 x 300 mm. La fraccion de HPLC que contenia el producto se congel6 a -80°C y se liofilizé hasta
secarse. Rendimiento = 14.4 mg (72%). MALDI-TOF MS 1073.1 obs. (1071.2 calc.).

(e) Sintesis de 9-carboxilato de 2’,6'-dimetil-4’-N-succinimidiloxicarbonilfenil-2,7-bis[O-metoxihexa(etilen) glicol]-10-N-
sulfopropil-acridinio

Una solucién de 9-carboxilato de 2’,6’-dimetil-4’-carboxifenil-2,7-bis[O-metoxihexa(etilen) glicol]-10-N-sulfopropil-

acridinio (9.3 mg, 8.6 umoles) en DMF anhidra (2 mL) fue tratada con diisopropiletilamina (2.3 uL, 1.5 equivalentes) y
TSTU (3 mg, 1.2 equivalentes). La reaccién se agitd a temperatura ambiente. Después de 1 hora, el analisis de
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HPLC, tal como se describid en la seccion (d), pero conversiéon a un producto que eluia a los 18.3 minutos. El
producto se purific6 mediante HPLC preparativa tal como se describié arriba y la fraccion de HPLC se congel6 a -
80°C y se liofilizé hasta secarse. Rendimiento = 6.7 mg (66%). MALDI-TOF MS 1181.1 obs. (1179.3 calc.).

® Sintesis de 9-carboxilato de 2'6’-dimetil-4’-aminohexa(etilen)glicolamidocarbonilfenil-2.7-bis[O-
metoxihexa(etilen)glicol]-10-N-sulfopropil-acridinio

Una solucion de 9-carboxilato de 2’,6'-dimetil-4’-carboxifenil-2,7-bis[O-metoxihexa(etilen)glicol]-10-N-sulfopropil-
acridinio (20 mg, 18.6 umoles) en DMF (2 mL) fue tratado con diisopropiletilamina (8 uL, 5 equivalentes) y TSTU (14
mg, 5 equivalentes). La reaccion se agitd a temperatura ambiente. Después de 30 minutos, el analisis de HPLC
realizado tal como se describié en la seccion (d) indicé completa conversion al éster NHS que eluia a los 18.5
minutos. Esta solucién de DMF se adiciond en porciones de 0.1 mL a una solucion de diamino hexa(etilen) glicol
(patente estadounidense No. 6,664,043, 56 mg, 5 equivalentes) en DMF (1 mL). La reaccion se agitdé a temperatura
ambiente. Después de 30 minutos, el andlisis de HPLC desarrollado tal como se describié en la seccion (d) indico
conversion completa a un producto que eluia a los 16.2 minutos. El producto fue purificado mediante HPLC
preparativa usando una columna de YMC, Cig, 20 x 300 mm. La fraccién de HPLC que contenia el producto se
evaporé hasta secarse. Rendimiento 16 mg (62%).

(g) 9-carboxilato de 2'6’-dimetil-4’-N-succinimidiloxiglutarilamidohexa-(etilen)glicol-amidocarbonilfenil-2,7-bis[O-
metoxihexa(etilen)glicol]-10-sulfopropil-acridinio [NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-HEG-glutarato-NHS]

El producto de la seccién (f) (16 mg, 11 umoles) se disolvié en metanol (1 mL) y se tratdé con diisopropiletilamina (9.6
uL, 5 equivalentes) y anhidrido glutarico (6 mg, 5 equivalentes). La reaccion se agitdé a temperatura ambiente.
Después de 30 minutos, el analisis de HPLC realizado tal como se describié en la seccién (d) indicé conversion
completa a un producto que eluia a los 17 minutos. El solvente se retiré luego a presion reducida el residuo se
suspendid en tolueno (2 mL) y se evapor6 hasta secarse. El producto crudo se disolvi6 en DMF (1 m) y se traté con
diisopropiletilamina (19.2 uL, 10 equivalentes) y TSTU (33 mg, 10 equivalentes). La reaccion se agit6 a temperatura
ambiente. Después de 30 minutos, el analisis de HPLC indic6 >80% de conversién a un producto que eluia a los 18
minutos. El producto fue purificado mediante HPLC preparativa tal como se describié arriba. La fraccion de HPLC
que contenia productos se congel6 a -80°C y se liofilizé hasta secarse. Rendimiento = 10.7 mg (63%); MALDI-TOF
MS 1557.8 obs. (1556.8 calc.).

(h) Sintesis de 9-carboxilato de 2’,6’-dimetil-4’-carboxicaproilamidocarbonilfenil-2,7-bis[O-metoxi(hexa)etilen glicol-
10-Nsulfopropil-acridinio [NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-AC]

NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE (16 mg, 14.8 umoles) en DMF (1.5 mL) fue tratado con diisopropiletilamina (5.2 uL, 2
equivalentes) y TSTU (9 mg, 2 equivalentes). La reaccion se agitd6 a temperatura ambiente durante 30 minutos y
luego se enfrié a 0°C. Esta solucién se adicion6 luego gota a gota a una solucién de acido 6-aminocaproico (20 mg,
55.5 10 equivalentes) disuelto en NaHCO3; de 0.1 M (2 mL). La reaccién resultante se agité a 0°C en un bafio de
hielo y después de 15 minutos se calenté a temperatura ambiente. Después de 1 hora, la reacién se analizé por
HPLC usando una columna de Cig de Phenomenex, 4.6 mm x 30 cm, y un gradiente de 30 minutos de MeCN 10%
— 70% en agua, cada uno con &cido trifluoroacético al 0.05%, a una velocidad de flujo de 1 mL/min, mostré
conversion completa a un producto que eluia a los 17.2 minutos. El producto fue purificado mediante HPLC
preparativa usando una columna de Cis, 20 mm x 30 cm. La fraccion de HPLC que contenia el producto se congelo
a -80°C y se liofilizé hasta secarse. Rendimiento = 15.2 mg (84%).

(i) Sintesis de 9-carboxilato de 2’,6’-dimetil-4’-N-succinimidiloxicaproilamidocarbonilfenil-2,7-bis[O-metoxi(hexa)etilen
glicol]-10-N-sulfopropil-acridinio [NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-AC-NHS]

NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-AC (15 mg, 12.7 umoles) del paso (h) se disolvi6 en DMF (1.5 mL) y se traté con
diisopropiletilamina (3.3 uL, 1.5 equivalentes) y TSTU (4.6 mg, 1.2 equivalentes). La reaccion se agité a temperatura
ambiente durante 30 minutos y luego se analiz6 mediante HPLC usando una columna de Cis de Phenomenex, 4.6
mm x 30 cm, y un gradiente de 40 minutos de MeCN de 10% — 60% en agua, cada uno con &cido trifluoroacético al
0.05%, a una velocidad de flujo de 1 mL/min, la cual mostré conversion completa a un producto que eluia a los 24.5
minutos. El producto fue purificado mediante HPLC preparativa usando una columna de Cig, 20 mm x 30 cm. La
fraccion de HPLC que contenia el producto se congel6 a -80°C y se liofilizd hasta secarse. Rendimiento = 8 mg
(50%). MALDI-TOF MS 1294.5 obs. (1293.5 calc.).

Las siguientes reacciones describen la sintesis de 2,7-(OMHEG),-DMAE y NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE, sus ésteres
NHS
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Las siguientes reacciones describen la sintesis de NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-AC-NHS y NSP-2,7-(OMHEG),-
DMAE-HEG-glutarato-éster NHS.
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Ejemplo 10

Sintesis de 9-carboxilato de 2',6’-dimetil-4’-carboxifenil 2,7-bis[O-metoxitri(etilen) glicol]-10-N-sulfopropil-acridinio
[NSP-2,7-(OMTEG),-DMAE], su éster NHS y 9-carboxilato de 2'6’-dimetil-4’-N-succinimidil-
oxiglutarilamidohexa(etilen)-glicolamido-carbonilfenil-2,7-bis[O-metoxitri(etilen)glicol]-10-sulfopropil-acridinio  [NSP-
2,7-OMTEG),-DMAE-HEG-glutarato-NHS]

Estos compuestos se sintetizaron usando los procedimientos descritos en el ejemplo 9 para la sintesis de NSP-2,7-
(OMTEG),-DMAE-éster NHS usando metoxi tri(etilen) glicol en lugar de metoxi hexa(etilen) glicol.

Las siguientes reacciones describen la sintesis de NSP-2,7-(OMTEG),-DMAE-éster NHS y NSP-2,7-(OMTEG),-

DMAE-HEG-glutarato-éster NHS.
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Ejemplo 11

Sintesis de 9-carboxilato de 2',6'-dimetil-4’-N-succinimidiloxicaproil-amidocarbonilfenil- N'0-2,7- -tris[O-
metoxihexa(etilen)glicol-sulfonamidilpropil]-acridinio [N10 2,7-(OMHEG-SP)3;-DMAE-AC-NHS]

(a) Sintesis de 9-carboxilato de 2’,6’-dimetiI-4’-carboxifeniI-N1°-2,7-tris[O-metoxihexa(etiIen)glicoI-squonamidilpropil]-
acridinio

NSP-2,7-(0OSP),-DMAE (10 mg, 0.0129 mmol) se disolvié en metanol (5 mL), y se enfrié en un bafio de hielo. Se
adicioné gota a gota duro de tionilo (0.5 mL) y la reaccién se agité brevemente en el bafio de hielo y luego se calent6
a temperatura ambiente y se agitd durante 16 horas. El andlisis de HPLC usando una columna de Cis de
Phenomenex, 4.6 mm x 30 cm, y un gradiente de 30 minutos de MeCN de 10% — 70% en agua, cada uno con acido
trifluoroacético al 0.05%, a una velocidad de flujo de 1 mL/min, mostré conversion completa a un producto que eluia
a los 12 minutos. El solvente se retiré a presion reducida y el residuo se suspendié en acetato de etilo (~5 mL) y se
evaporé hasta secarse.

El éster de metilo se suspendié luego en cloruro de tionilo (1.5 mL) y se calenté a reflujo durante 1 hora bajo
atmadsfera de nitrégeno. Luego se enfrié a temperatura ambiente y se retird el cloruro de tionilo al vacio. El residuo
se enjuago con éter anhidro (~ 5mL) varias veces y luego se sec6 al vacio. Luego se trat6 con una solucién de
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metoxi hexa(etilen)glicol amina (sintetizada usando procedimientos descritos en la patente estadounidense No.
6,664,043 y Yamashita et al. J. Am. Chem. Soc. 1995, 117, 6249-6253) (0.1 mL) disuelta en diclorometano (2 mL).

La reaccién se agitd a temperatura ambiente. Después de una hora, el analisis de HPLC indicé conversién completa
a un producto que eluia a los 21 minutos. Luego se retiré el solvente a presion reducida y el producto crudo se
suspendié en HCI de 1 N (~5 mL) y se sometid a reflujo bajo una atmoésfera de nitrégeno durante 2 horas para
hidrolizar el éster de metilo. Luego se enfrid6 a temperatura ambiente y se analiz6 mediante HPLC la cual indico
hidrélisis completa del éster de metilo. Se observé que el producto eluia a los 19.5 minutos.

El producto fue purificado mediante HPLC preparativa usando una columna de Cig YMC, 20 x 300 mm usando el
gradiente de arriba y una velocidad de flujo de solvente de 16 mL/min. La fraccion de HPLC que contenia el producto
se congel6 a -80°C y se liofilizd hasta secarse. Rendimiento = 3.8 mg (~20%), MALDI-TOF MS 1602.92 (calc.).

b) Sintesis de 9-carboxilato de 2’,6’-dimetil-4'-carboxicaproilamidocarbonilfenil-NlO-Z,7-tris[O-metoxihexa(etiIen)
glicol-sulfonamidilpropil]-acridinio

Una solucién de N1°-2,7-(OMHEG-SP)3-DMAE (3.8 mg, 2.4 umoles) en DMF anhidra (1 mL) fue tratada con
diisopropiletilamina (2.0 uL, 2.4 x 5 umoles) y TSTU (4 mg, 2.4 x 5 umoles). La reaccion se agit6 a temperatura
ambiente durante 30 minutos y luego el analisis de HPLC usando una columna de Cig de Phenomenex, 4.6 mm x 30
cm, y un gradiente de 30 minutos de MeCN 10% — 100% en agua, cada uno con acido trifluoroacético al 0.05%, a
una velocidad de flujo de 1 mL/min, mostré conversion completa a un producto que eluia a los 16.2 minutos (el
material de partida eluye a los 15.3 minutos). La solucién de DMF se enfrié en un bafio de hielo y luego se adicion6
en porciones de 0.1 mL a una solucién helada con hielo de &cido 6-aminocaproico (6 mg, 47.4 umoles) disuelto en
bicarbonato de sodio de 0.1 M (1 mL). La reaccion se calent6 luego a temperatura ambiente y se agité durante una
hora. El analisis de HPLC indicé conversion completa a un producto que eluia a los 15.4 minutos. El producto fue
purificado mediante HPLC preparativa usando una columna de Cig YMC 20 x 300 mm. La fraccién de HPLC se
congelé a -80+C y se liofiliz6 hasta secarse. Rendimiento = 3.3 mg (81%); MALDI-TOF MS 1719 obs. (1717.1 calc.).

c) Sintesis de 9-carboxilato de 2’,6’-dimeti|—4’-N-succinimidionicaproiI-amidocarbonilfeniI-Nlo-Z,7-tris[O-
metoxihexa(etilen)glicolsulfon-amidilpropil]-acridinio

Una solucion de N1°-2,7-(OMHEG-SP)3-DMAE-AC (3.3 mg, 2 umoles) del paso (a) en DMF anhidra (1 mL) fue
tratada con diisopropiletilamina (1.8 uL, 10 umoles) y TSTU (3 mg, 10 umoles). La reaccién se agité a temperatura
ambiente después de 15 minutos, el andlisis de HPLC tal como se describe arriba en la seccién (a) mostré
conversion completa a un producto que eluia a los 16.2 minutos. El producto fue purificado mediante HPLC

preparativa y la fraccion de HPLC se congel6 a -80°C y se liofilizd hasta secarse. Rendimiento = 2.2 mg (63%);
MALDI-TOF MS (1814.1 calc.)

Las siguientes reacciones describen la sintesis de N10-2,7-(OMHEG-SP)3-DMAE-AC-NHS.
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Ejemplo 12
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Sintesis de 9-carboxilato de 2’,6’-dimeti|-4'-N-succinimidi|oxigIutariI-amidohexa(etilen)glicol-amidocarbonilfenil-NlO-
metoxihexa(etilen)  glicol-sulfonamidilpropil-  2,7-dimetoxi-acridinio [Nlo-(OMHEG-SP)-2,7-(OMe)2-DMAE-HEG-
Glutarato-NHS]

(a) Sintesis de 9-carboxilato de 2’,6’-dimetiI-4’-carboxifeniI-NlO-metoxihexa(etiIen) glicol-sulfonamidilpropil]-2,7-
dimetoxiacridinio

Ester bencilico de NSP-2,7-dimetoxi-DMAE (22 mg) del ejemplo 1 se disolvié en cloruro de tionilo y la solucién se
calent6 en un bafo de aceite a 55°C bajo una atmésfera de nitrégeno durante 4 horas. Se retir6 el cloruro de tionilo
a presion reducida y el residuo se enjuagd con éter anhidro y se seco al vacio. Este residuo se tratd con una
solucion de metoxi hexa(etilen)glicol amina (0.1 mL) en diclorometano (2 mL). La reaccién se agit6 a temperatura
ambiente. Después de 30 minutos, el andlisis de HPLC usando una columna de Cis de Phenomenex, 4.6 mm x 30
cm, y un gradiente de 30 minutos de MeCN de 10% — 100% en agua, cada uno con &cido trifluoroacético al 0.05%,
a una velocidad de flujo de 1 mL/min, mostr6é conversiéon completa a un producto que eluia a los 19 minutos. Luego
se retird el solvente a presion reducida y el aceite resultante se revolvié en 30% de HBr/AcOH (2 mL) a temperatura
ambiente durante 6 horas para efectuar la desbencilacién del acido carboxilico. Luego se adiciond éter (10 mL) y se
separ6 un aceite rojo oscuro. El éter se decantd y el aceite se enjuagé varias veces con éter. Este se disolvio luego
en DMF (2-3 mL) y se analiz6 mediante HPLC la cual indicé un producto que eluia a los 15 minutos. El producto fue
purificado mediante HPLC preparativa usando una columna de YMC Cig, 20 x 300 mm. Las fracciones de HPLC que
contenian producto se congelaron a - 80°C y se liofilizaron hasta secarse. Rendimiento = 5.3 mg (19%); MALDI-TOF
MS 831.9 calc.

(b) Sintesis de 9-carboxilato de 2’,6’-dimetil-4’-amin0hexa(etiIen)gIicolamido-carbonilfeniI-Nlo-metoxihexa(etilen)
glicolsulfonamidilpropil 2,7-dimetoxi-acridinio

Una solucién de Nlo-(OMHEG-SP)-2,7-(OMe)2-DMAE (5.3 mg, 6.4 umoles) del paso (a) en DMF anhidra (1 mL) fue
tratada con diisopropiletilamina (5.6 uL, 17 umoles) y TSTU (6 mg, 10.2 umoles). La reaccién se agit6 a temperatura
ambiente. Después de 30 minutos, el andlisis de HPLC tal como se describié arriba en la seccién (a) indicé
conversiéon completa a un producto que eluia a los 16.3 minutos. La mezcla de reaccion se adicion6 gota a gota a
una solucién de diamino hexa(etilen)glicol (10 mg, 0.0354 mmol) en DMF (0.5 mL). La reaccién se agitd6 a
temperatura ambiente durante 30 minutos y luego se analizé6 mediante HPLC la cual indicé conversiéon completa a
un producto que eluia a los 14 minutos. El producto fue purificado mediante HPLC preparativa usando una columna
de YMC Cig, 20 x 300 mm. La fraccién de HPLC se congeld a -80°C y se liofiliz6 hasta secarse. Rendimiento = 3.7
mg (53%).

(c) Sintesis de 9-carboxilato de 2’6’-dimetiI-4’-N-succinimidiloxislutariI-amidohexa(etiIen)-glicolamidocarboniIfeniI-NlO-
metoxihexa(etilen) glicol-sulfonamidilpropil 2,7-dimetoxi-acridinio

Una solucién de Nlo-(OMHEG-SP)-Z,7-(OMe)2-DMAE-HEG-NH2 (3.7 mg, 3.4 umoles) del paso (b) en metanol
anhidro (1 mL) fue tratada con diisopropiletilamina (3 uL, 17 umoles) y anhidrido glutarico (2 mg, 17 umoles). La
reaccion se agité a temperatura ambiente y después de 30 minutos, el andlisis de HPLC tal como se describi6 en la
seccion (a) indicé conversion completa a un producto que eluia a los 14.6 minutos. La mezcla de reaccion se
evaporo hasta secarse. El residuo se disolvié en DMF (1 mL) y se trat6é con diisopropiletilamina (3 uL) y TSTU (6 mg,
17 umoles). La reaccion se agité a temperatura ambiente y después de 30 minutos, El analisis de HPLC indic6 un
producto que eluia a los 15.3 minutos. El producto se purificé mediante HPLC preparativa usando una columna de
Ci1s YMC, 20 x 300 mm. La fraccion de HPLC que contenia producto se congel6 a -80°C y se liofilizé hasta secarse.
Rendimiento = 1.7 mg (39%). MALDI-TOF-MS 1303.5 calc.

Las siguientes reacciones describen la sintesis de Nlo-(OMHEG-SP)-Z,7-(OMe)2-DMAE-HEG-qutarato-NHS.
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Ejemplo 13

Sintesis de 3-[9-({5-carboxipentil)[4-metilfenil)sulfonillamino} carbonil)-10-acridinioil]-1-propanesulfonato (NSP-AS) y
su éster de N-succinimidilo (NSP-AS-NHS)

NSP-AS se sintetizé usando los procedimientos reportados por Adamczyk et al., Tetrahedron, vol. 55, pp. 10899-
10914 (1999) como sigue. NSP-AS (8.8 mg, 14.4 umoles) se disolvi6 en DMF anhidra (1 mL) y se traté con
diisopropiletilamina (5 uL, 2 equivalentes) y TSTU (8.2 mg, 1.5 equivalentes). La reaccién se agit6 a temperatura
ambiente. Después de 30 minutos el andlisis de HPLC usando una columna de Cig de Phenomenex, 4.6 mm x 30
cm, y un gradiente de 30 minutos de MeCN de 10% — 70% en agua, cada uno con &cido trifluoroacético al 0.05%, a
una velocidad de flujo de 1 mL/min, mostré conversién completa a un producto que eluia a los 17.7 minutos sin
material de partida a los 15.5 minutos. El producto fue purificado mediante HPLC preparativa usando una columna
de Cis, 20 mm x 30 cm. La fraccién de producto que contenia producto se congelé a -80°C y se liofilizé hasta
secarse. Rendimiento = 5.8 mg (57%)

Las siguientes reacciones describen la sintesis de éster de NSP-AS-NHS.
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Ejemplo 14

Sintesis de 3-[9-({5-carboxipentil)[4-metilfenil)sulfonillamino} carbonil)-2,7-dimeti-10-acridinioil]-1-propanosulfonato
(NSP-2,7-dimetoxi-AS) y su éster de N-succinimidilo SP-AS-NHS)

Estos compuestos se sintetizaron usando los procedimientos y la referencia citada en los ejemplos 7-13.

Las siguientes reacciones describen la sintesis de NSP-2,7-(OMe)»-AS y su éster NHS.
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Ejemplo 15

Sintesis de conjugado de NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-HEG-teofilina

Una solucion de 8-carboxipropilteofilina (Sigma, 5 mg, 18.7 umoles) en DMF anhidra (1 mL) fue tratada con

5 diisopropiletilamina (3.2 uL, 1 equivalente) y HATU (7 mg, 1 equivalente). La reaccion se agitd a temperatura
ambiente durante 10 minutos y luego se adicion6 una solucion de NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-HEG-NH- (5 mg, 3.7
umoles) del ejemplo 9, paso (f) en DMF anhidra (1 mL) junto con diisopropiletilamina (2 uL). Esta reaccion se agit6 a
temperatura ambiente. Después de 16 horas el andlisis de HPLC usando una columna de Cig de Phenomenex, 4.6

mm x 30 cm, y un gradiente de 30 minutos de MeCN de 10% — 70% en agua, cada uno con &cido trifluoroacético al

10 0.05%, a una velocidad de flujo de 1 mL/min, mostré una conversion completa a un producto que eluia a los 18
minutos. El producto fue purificado mediante HPLC preparativa usando una columna de Cig YMC, 20 x 300 mm. La
fraccion de HPLC que contenia producto se congel6 a -80°C y se liofilizé hasta secarse. Rendimiento = 4.0 mg

(67%). MALDI-TOF-MS 1593.8 calc. 1596.7 obs.

Las siguientes reacciones describen la sintesis de NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-HEG-tecfilina.
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Ejemplo 16
Procedimiento general para etiquetar proteina con compuestos de acridinio

El anticuerpo monoclonal de murino anti-TSH (1 mg, 6.67 nmoles, solucién madre 5mg/mL, 0.2 mL) se diluy6é con
300 uL de fosfato de sodio de 0.1 M, pH 8. Las soluciones de proteina se trataron con soluciones de DMF de
diversos ésteres de acridinio, tal como sigue:

a) Para etiquetar con 20 equivalentes de NSP-DMAE-HEG-Glutarato-éster de NHS, se adicionaron 63 uL de una
solucién de DMF de 2 mg/mL DMF del compuesto;

b) para etiquetar con 20 equivalentes de NSP-2,7-(OMTEG),-DMAE-éster NHS, se adicionaron 46 uL de una
solucién de 2.67 mg/mL de DMF del compuesto;

c) para etiquetar con 20 equivalentes de NSP-2,7-(OMTEG).-DMAE-HEG-Glutarato-éster NHS, se adicionaron 52 uL
de una solucion 3.33 mg/mL de DMF,;

d) para etiquetar con 20 equivalentes de NSP-2,7-(OMBEG),-DMAE-AC-éster NHS, se adicionaron 43 uL de una
solucion de 4 mg/mL DMF y;

e) para etiquetar con 20 equivalentes de NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-HEG-Glutarato-éster NHS, se adicionaron 52
uL de una solucién de 3.33 mg/mL de DMF.

Todas las reacciones se agitaron a 4°C durante 16 horas y luego se transfirieron a filtros Amicon de 2 mL (MW
30,000 maximo) y se diluyeron con 1.5 mL de agua desionizada. El volumen se redujo a ~0.1 mL centrifugando a
4500 G. Las soluciones de conjugado concentradas se diluyeron con 2 mL de agua desionizada y se centrifugaron
de nuevo para reducir el volumen. Este proceso se repiti6 en total por cuatro veces. Finalmente, los conjugados
concentrados se diluyeron con 0.1 mL de agua desionizada.

Estas soluciones se usaron para andlisis espectral de masas MALDI-TOF (por Matrix-Assisted Laser Desorption
lonization-Time of Flight o desorcidn/ionizacion laser asistida por matriz - tiempo de vuelo), usando el instrumento
Voyager-DE de Perkin-Elmer, para medir la incorporacion del compuesto de acridinio. Normalmente, esto implicaba
medir el peso molecular del anticuerpo no etiquetado y el anticuerpo etiquetado. La etiqueta de compuesto de
acridinio contribuy6 con la diferencia en masa de estas dos mediciones. Conociendo el peso molecular de la etiqueta
de compuesto de acridinio especifica, pudo calcularse asi el alcance de la incorporacion de etiqueta de aquel
compuesto especifico de acridinio.

El numero de etiquetas por molécula de anticuerpo para NSP-DMAE-HEG-glutarato, NSP-2,7-(OMTEG),-DMAE,

NSP-2,7-(OMTEG),-DMAE-HEG-glutarato, NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-AC y NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-HEG-
glutarato fueron 8, 8, 7, 10 y 8 respectivamente.
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Las concentraciones de proteina se determinaron mediante un ensayo colorimétrico comercial.

La quimioluminiscencia de los conjugados se midié diluyendo primero los conjugados en fosfato de 10 mM pH 8 que
contenia NaCl de 150 mM, 0.05% de BSA y 0.01% de azida de sodio y luego efectuar mediciones en un instrumento
ACS:180®- (por Automated Chemiluminescent Immunoassay System o sistema de inmunoensayo
guimioluminiscente automatizado) de Bayer Diagnostics. Una medicidn tipica incluye provocar quimioluminiscencia
de 25 ulL de la solucion de conjugado diluida con la adicién de dos reactivos. El reactivo 1 es una solucion de
peroxido de hidrégeno al 0.5% en acido nitrico de 0.1 N. El reactivo 2 es hidréxido de sodio de 0.25 N. Se midié la
luz por un total de 5 segundos. En estas condiciones, se recogié >90% de la luz de cada muestra. El rendimiento del
instrumento lumindémetro se expresa como RLUs (por Relative Light Units o unidades de luz relativas). Estos valores
se normalizaron a aquel de NSPDMAE al cual se le asigné un rendimiento cuantico de quimioluminiscencia relativa
de 1.0.

Se llevaron a cabo reacciones de etiquetado con otros compuestos de acridinio de manera similar.
Ejemplo 17
Mediciones de quimioluminiscencia y longitud de onda de emision de compuestos de acridinio

Se midio la quimioluminiscencia de los diversos compuestos de acridinio tal como se describié para los conjugados
de proteina en el ejemplo 16. Se diluyd en series una solucién, normalmente 1 mg/mL en DMF, de los diversos
compuestos purificados por HPLC en fosfato de 10 mM, pH 8, que contenia NaCl de 150 mM, BSA al 0.05% y azida
de sodio al 0.01% y luego se realizaron mediciones de quimioluminiscencia en un luminémetro (MLA1™, Bayer
Diagnostics). Se asigno un valor de 1.0 al rendimiento cuantico relativo de NSP-DMAE.

La longitud de onda de emision de los compuestos de acridinio se midié usando una cdmara de FSSS (Fast Spectral
Scanning System o sistema de barrido espectral rapido) de Photoresearch Inc. En una medicion tipica, se diluyeron
25-50 uL de una solucion de 1 mg/mL en DMF del compuesto de acridinio con DMF (~0.3 mL). Se provoco la
guimioluminiscencia por adicién de los dos reactivos descritos en el ejemplo 10. Precisamente antes de adicionar el
segundo reactivo, se abrié el obturador de la cdAmara y se recolecté luz durante 5 segundos. El dato de salida del
instrumento es un grafico de intensidad de luz vs. longitud de onda. Los maximos de emisién para cada compuesto
estéan listados en la tabla 1.

Ejemplo 18

Inmunoensayo de teofilina usando compuesto de acridinio con alto rendimiento cuantico como etiqueta
quimioluminiscente

Se ensayd un compuesto de acridinio con alto rendimiento cuantico como una etiqueta en un inmunoensayo
competitivo para comparacion con un compuesto de acridinio de control usado por separado como una etiqueta en
el mismo inmunoensayo competitivo. Una etiqueta es un atomo, molécula, compuesto, ion, radical o macromolécula,
que al conjugarse o acomplejarse en un ligando, o al conjugarse o acomplejarse en un receptor, permite la
identificacion, evaluacion, caracterizacion, deteccion o medicion, cualitativas o cuantitativas, de un analito o analitos
en un ensayo.

En este ejemplo, el compuesto de acridinio con alto rendimiento cuantico NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-HEG era la
etiqueta a ensayarse y a compararse con el compuesto de acridinio de control NSP-DMAE-HEG, la cual es la
etiqueta existente en el ensayo de teofilina de Bayer Diagnostics ACS: 180® comercializada en el mercado. El
compuesto de acridinio de control NSPDMAE-HEG se denomina de control porque es la etiqueta existente en el
producto disponible comercialmente, el ensayo de teofilina de Bayer Diagnostics ACS:180®.

El compuesto de acridinio con alto rendimiento cuantico NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-HEG tiene un rendimiento
cuantico superior que el compuesto de acridinio de control NSP-DMAE-HEG, el cual tiene un rendimiento cuantico
mas bajo. Al usarse como etiqueta en el ensayo de teofilina de Bayer Diagnostics ACS:180®, se esperaba que el
compuesto de acridinio con alto rendimiento cuantico NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-HEG mejorara el ensayo de
teofilina de Bayer Diagnostics ACS:180® al compararse con el compuesto de acridinio de control con rendimiento
cuantico mas bajo NSP-DMAE-HEG, cuando sea usado también por separado en el ensayo de teofilina de Bayer
Diagnostics ACS:180®.

Un ensayo, que es sin6nimo de prueba, es un método, una reaccion o el acto de identificacion, evaluacion,
caracterizacion, deteccién o medicién, cualitativas o cuantitativas, de las propiedades o de la cantidad de una
sustancia, sustancias, analito o analitos o sus partes.
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El ensayo de teofilina de Bayer Diagnostics ACS:180® es uno de una serie de inmunoensayos comercializados en el
mercado, manufacturado por Bayer Diagnostics para aplicacién en el Bayer Diagnostics ACS:180® (Automated
Chemiluminescent Immunoassay System o sistema de inmunoensayo quimioluminiscente automatizado).

Un inmunoensayo, que es sinénimo de un ensayo inmunolégico o un ensayo inmunoguimico, es un método, una
reaccion o el acto de identificacion cualitativa o cuantitativa, evaluacion, caracterizacion, deteccién o medicion de las
propiedades o de la cantidad de una sustancia, sustancias, analito o analitos o sus partes por accion de un antigeno,
epitopo, hapteno, ligando, soporte 0 macromolécula con un receptor que usualmente es un anticuerpo u otro
receptor biolégico.

El ensayo de teofilina de Bayer Diagnostics ACS:180® es un inmunoensayo competitivo que usa un conjugado de
compuesto de acridinio quimioluminiscente de teofilina, el cual es NSP-DMAE-HEG-teofilina, para medicién de
teofilina en una muestra.

Una muestra es un material que puede contener un analito o analitos. En referencia al ensayo de teofilina de Bayer
Diagnostics ACS:180®, la muestra fue en suero que puede contener analito.

Un analito es una sustancia o sustancias que pueden estar presentes en una muestra y que pueden ser, cualitativa o
cuantitativamente, identificadas, evaluadas, caracterizadas, detectadas o medidas en un ensayo. En referencia el
ensayo de teofilina de Bayer Diagnostics ACS:180®, el analito es teofilina.

Tanto el compuesto de acridinio con alto rendimiento cuantico NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-HEG como el compuesto
de acridinio de control NSP-DMAE-HEG fueron etiquetas conjugadas con un ligando. Un ligando es un atomo,
molécula, compuesto, ion o radical que se enlazan especificamente a una macromolécula, y la macromolécula es un
receptor. En referencia al ensayo de teofilina de Bayer Diagnostics ACS:180®, el ligando es teofilina.

Un compuesto de acridinio conjugado con un ligando es un marcador. Un marcador es un conjugado o complejo de
una etiqueta con un ligando, pues un conjugado o complejo de una etiqueta con un receptor, el cual por accion de la
etiqueta permite, cuantitativa o cualitativamente, la identificacion, evaluacion, caracterizacion, deteccién o medicién
de un analito o analitos en un ensayo.

En el ensayo de teofilina de Bayer Diagnostics ACS: 180® los reactivos se mezclaron con la muestra para iniciar la
reaccion de ensayo. Un reactivo es una sustancia o sustancias que tienen accién quimica con otras sustancias u
otras sustancias, pero mas especificamente con respecto a un ensayo, un reactivo de ensayo es una sustancia o
sustancias distintas de, que no incluyen, la muestra, las cuales reaccionardn con un analito si el analito esta
presente en una muestra.

Con referencia al ensayo de teofilina de Bayer Diagnostics ACS:180®, hubo dos reactivos de ensayo. El primer
reactivo de ensayo fue la fase sdlida. La fase solida es un reactivo de ensayo que consiste en un ligando o un
receptor conjugado a, o acomplejado con, directa o indirectamente, un material separable. En referencia al ensayo
de teofilina de Bayer Diagnostics ACS:180®, la fase sélida es un receptor sobre particulas paramagnéticas,
separables magnéticamente.

Un receptor es una macromolécula que enlaza especificamente uno o mas analitos, antigenos, atomos,
compuestos, epitopos, haptenos, iones, ligandos, moléculas, radicales, marcadores u otros receptores. En
referencia al ensayo de teofilina de Bayer Diagnostics ACS:180®, el receptor es un anticuerpo anti-teofilina que
enlaza tanto el analito, que es teofilina, como el marcador.

El segundo reactivo de ensayo es el marcador. En referencia al ensayo de teofilina de Bayer Diagnostics ACS:180®,
el marcador, que es sin6bnimo de reactivo luminiscente, es un conjugado de una etiqueta, que es un compuesto de
acridinio, y ligando, que de modo similar al analito es teofilina. Puesto que, en referencia al ensayo de teofilina de
Bayer Diagnostics ACS:180®, el ligandos tecfilina y es igual al analito, que también es teofilina, tanto el analito como
el marcador se enlazaran al receptor en la mezcla de reaccion.

La mezcla de reaccion es una combinacion de reactivos, pero mas especificamente con respecto a un ensayo, la
mezcla de reaccion del ensayo es una combinacién de la muestra y de reactivos de ensayo en un ensayo o reaccion
de ensayo. Una reaccion es la accion de una sustancia o sustancias sobre otra sustancia u otras sustancias, pero
mas especificamente con respecto a un ensayo, la reaccion de ensayo es la acciéon de reactivos de ensayo sobre
una muestra en un ensayo.

En referencia el ensayo de teofilina de Bayer Diagnostics ACS:180®, la mezcla de reaccion de ensayo contiene la
muestra, la fase sélida y el marcador, y la reaccién de ensayo es la accion de la fase sélida y el marcador sobre la
muestra, que puede contener analito.
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En referencia al ensayo de tecfilina de Bayer Diagnostics ACS:180®, la reaccion de ensayo es el enlazamiento tanto
del analito, que es teofilina si esta presente en la muestra, como del marcador, que es el conjugado de compuesto
de acridinio del ligando teofilina, a la misma fase sélida, que enlaza tanto un analito como un marcador en cualquier
receptor, pero no enlaza un analito y un marcador al mismo tiempo en el mismo receptor.

Puesto que la fase sélida tiene una cantidad mas pequefia de receptor con respecto a la cantidad total del analito,
cuando esta presente en la muestra, entonces el total de la cantidad de analito méas el marcador en la mezcla de
reaccion de ensayo es mayor que la cantidad del receptor en la fase sélida. De esta manera, el total de la cantidad
del analito mas el marcador no pueden enlazarse a la fase sélida en su totalidad.

Por consiguiente, la presencia de analito en una muestra bloqueara o competira con el enlazamiento del marcador a
la fase solida en la mezcla de reaccion de ensayo, donde la cantidad de bloqueo o competencia depende de la
cantidad de analito presente en la muestra.

Por lo tanto, la cantidad de analito en una muestra es inversamente correlacionada a la cantidad de marcador que se
enlazara a la fase soélida en una mezcla de reaccion de ensayo. En referencia al ensayo de teofilina de Bayer
Diagnostics ACS:180®, el analito, que es teofilina si estd presente en la muestra, bloquea o compite con el
marcador, el cual es un conjugado de compuesto de acridinio de teofilina, para una cantidad limitada de anticuerpo
anti-teofilina, que es el receptor sobre particulas para magnéticas separables magnéticamente.

El sistema Bayer Diagnostics ACS: 180® efectué automaticamente los siguientes pasos para el ensayo de tecfilina
de Bayer Diagnostics ACS:180®. Primero, se dosificaron 0.020 mL de cada una de las 14 muestras en una cubeta
separada. Una cubeta es un contenedor Opticamente transparente o traslicido que contiene la mezcla de reaccién
del ensayo y en el cual tiene lugar la reaccion del ensayo.

Las 14 muestras contenian cada una cantidades conocidas, separadas de teofilina. Las cantidades de tecfilina
dadas a concentraciones en cada una de estas 14 muestras fueron 0, 1.40, 2.10, 2.80, 4.20, 5.60, 9.21, 15.6, 32.7,
68.3, 129, 288, 500, y 1000 micromolar. Las cantidades de teofilina dadas como nimeros de moléculas en cada una
de estas mismas 14 muestras fueron 0, 0.028, 0.042, 0.056, 0.084, 0.112, 0.184, 0.313, 0.655, 1.37, 2.59, 5.76,
10.0, y 2.00 picomoles, respectivamente.

A continuacién, el sistema Bayer Diagnostics ACS:180® dosificé dos reactivos de ensayo juntos en cada cubeta y
mezclé los reactivo de ensayo con la muestra dentro de cada cubeta. El primero de los dos reactivos de ensayo fue
0.450 mL de fase sélida, que contenia 8.7 picomoles de anticuerpo anti-teofilina sobre particulas paramagnéticas
separables magnéticamente.

El segundo de los dos reactivos de ensayo fue 0.100 mL de marcador, el cual era 0.026 picomoles de compuesto de
acridinio conjugado con teofilina. Tanto el compuesto de acridinio con alto rendimiento cuantico NSP-2,7-(OMHEG)-
DMAE-HEG como el compuesto de acridinio de control NSP-DMAE-HEG fueron ensayados por separado como
etiquetas conjugadas con teofilina en forma de dos marcadores: NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-HEG-teofilina y NSP-
DMAE-HEG-teofilina, respectivamente.

La reaccion de ensayo procedié durante 7.5 minutos a 37°C. El sistema Bayer Diagnostics ACS:180® término del
ensayo de teofilina de ACS:180® separando magnéticamente la fase sélida de otros reactivo de ensayo, retirando
luego el fluido de la cubeta y lavando después la fase sélida en la cubeta con agua.

La guimioluminiscencia del compuesto de acridinio sobre la fase solida fue iniciada con subsiguiente emision de luz,
con adiciones secuenciales de 0.30 mL de cada reactivo 1 de Bayer Diagnostics ACS:180® y reactivo 2 de Bayer
Diagnostics ACS:180®. El reactivo 1 de Bayer Diagnostics ACS:180® era acido nitrico de 0.1 M y peroxido de
hidrégeno 0.5 %. El reactivo 2 de Bayer Diagnostics ACS:180® era hidroxido de sodio de 0.25 M y cloruro de
cetiltrimetilamonio al 0.05 %.

El sistema Bayer Diagnostics ACS:180® midié la quimioluminiscencia en cada cubeta y cada cubeta correspondia a
una muestra individual ensayada. El sistema Bayer Diagnostics ACS:180® midi6é la quimioluminiscencia como
unidades de luz relativas (RLUs). En referencia al ensayo de teofilina de Bayer Diagnostics ACS:180®, la cantidad
de analito se correlaciona de modo inverso con la cantidad de marcador que se enlazara a la fase sélida.

Por consiguiente, la cantidad de analito se correlaciona de manera inversa con el numero de RLUs medido por el
sistema Bayer Diagnostics ACS:180®. Esto significa que cuanto mayor sea la cantidad del analito en una muestra
entonces se miden menos RLUs con respecto a cantidades mas bajas del analito teofilina en una muestra donde se
medien mas RLUs.

Se calcul6 una normalizacion a porcentaje medido en ausencia del analito para comparacion de la
quimioluminiscencia relativa para cada cantidad de analito para el compuesto de acridinio con alto rendimiento

38



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2527059 T3

cuantico, NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-HEG, en comparacion con el compuesto de acridinio de control NSP-DMAE-
HEG.

El mayor espaciamiento entre los valores de quimioluminiscencia para cantidades sucesivas de analito es un
indicador de sensibilidad mejorada. La mayor diferencia de quimioluminiscencia entre cantidades pequefias de
analito a partir de la quimioluminiscencia obtenida en ausencia de analito permite diferenciar mejor cantidades
pequefias de analito y la ausencia de analito en ensayo competitivo, mejorando de esta manera la sensibilidad.

En referencia al ensayo de teofilina de Bayer Diagnostics ACS:180® relativo a la etiqueta con rendimiento cuantico
mas bajo NSP-DMAE-HEG, el compuesto de acridinio con alto rendimiento cuantico NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-
HEG gener6é mayor diferenciacién entre cantidades pequefias de teofilina y la ausencia de teofilina cuando se usé
como etiqueta de inmunoensayo competitivo.

La pendiente de la linea generada para cada marcador usando el ensayo de teofilina de Bayer Diagnostics
ACS:180® es un indicador de sensibilidad. Cuanto mayor sea la magnitud absoluta de la pendiente de la linea para
un marcador o etiqueta particular en un inmunoensayo competitivo, mas distante esta la quimioluminiscencia para
una cantidad particular de analito de la quimioluminiscencia de una muestra sin analito y el ensayo es mas capaz de
medir la diferencia entre la presencia de analito y la ausencia de analito.

En referencia al ensayo de teofilina de Bayer Diagnostics ACS:180®, la etiqueta compuesto de acridinio con alto
rendimiento cuantico NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-HEG dio una pendiente mejorada relativa a la etiqueta compuesto
de acridinio de control NSP-DMAE-HEG.

La mayor magnitud absoluta de la pendiente generada por la etiqueta compuesto de acridinio con alto rendimiento
cuantico tanto para las cantidades altas como particularmente para las cantidades bajas de teofilina, en relacion con
el compuesto de acridinio de control y NSP-DMAE-HEG, indica un mejoramiento de sensibilidad para el ensayo de
teofilina de Bayer Diagnostics ACS:180® usando compuestos de acridinio con alto rendimiento cuantico como
etiquetas de inmunoensayo.

Para el ensayo de teofilina de Bayer Diagnostics ACS:180®, el cual es un inmunoensayo competitivo, la sensibilidad
es la cantidad mensurable menor, no cero, de analito. La cantidad mensurable menor, no cero, del analito en el
ensayo de teofiina de Bayer Diagnostics ACS:180® es la cantidad de analito correspondiente a la
quimioluminiscencia medida mayor que es menos que la diferencia de la quimioluminiscencia medida en ausencia
de analito menos dos desviaciones estandar de la quimioluminiscencia medida en ausencia de analito.

Por ejemplo, en inmunoensayos competitivos donde se dan las representaciones siguientes:
n = nimero entero positivo mayor a 0.

x = la cantidad medida de analito correspondiente a y, donde x0 < x1 < x2 < x3 < ... < xn son cantidades medidas
sucesivamente mas grandes del analito.

y = la quimioluminiscencia medida para una cantidad de analito, representada por x, donde y0 >yl >y2 >y3 > ... >

yn son valores sucesivamente menores de quimioluminiscencia, medida para x0 < x1 < x2 < x3 < ... < Xxn,
respectivamente.

x0 = una cantidad cero de analito o la cantidad de analito igual a cero.

y0 = la quimioluminiscencia medida para una cantidad de analito igual a cero, que es x0.

s = una desviacion estandar de y0.

Luego, la sensibilidad = xn para yn < y0-2s, cuando n = el niUmero entero menor, positivo, no cero.

La sensibilidad para el ensayo de teofilina de Bayer Diagnostics ACS:180® usando el compuesto de acridinio con
alto rendimiento cuantico NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-HEG fue de 1.4 uM. La sensibilidad para el ensayo de teofilina
de Bayer Diagnostics ACS:180® usando el compuesto de acridinio de control NSP-DMAE-HEG fue de 4.2 uM. El
cociente de 4.2 yMy 1.uM es 3.

El ensayo de teofilina de Bayer Diagnostics ACS:180® usando el compuesto de acridinio con alto rendimiento
cuantico como una etiqueta midié una cantidad de teofilina que era tres veces mas pequefia que el ensayo de
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teofilina comercializados en el mercado Bayer Diagnostics ACS:180® que us6 los compuestos de acridinio de
control con rendimiento cuantico mas bajo, o una etiqueta.

El compuesto de acridinio con alto rendimiento cuantico NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-HEG mejoro6 la sensibilidad del
ensayo de teofilina de Bayer Diagnostics ACS:180® tres veces al compararse con el compuesto de acridinio de
control NSP-DMAE-HEG.

El ejemplo establece que cuando se usa como etiquetas de inmunoensayo quimioluminiscente, la emisiéon de luz
quimioluminiscente mejorada desde los compuestos de acridinio con alto rendimiento cuantico mejorar la
sensibilidad de inmunoensayos competitivos.

Ejemplo 19

Inmunoensayo de TSH usando compuestos de acridinio con alto rendimiento cuantico como etiquetas
quimioluminiscentes

Se ensayaron compuestos de acridinio con alto rendimiento cuantico como etiquetas en un inmunoensayo de
sandwich para comparacion con los compuestos de acridinio de control usados por separado como etiquetas en el
mismo inmunoensayos de sandwich.

En este ejemplo, los compuestos de acridinio con alto rendimiento cuantico, NSP-2,7-(OMTEG),-DMAE, NSP-2,7-
(OMTEG),-DMAE-HEG-glutarato, NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-HEG-glutarato y NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-AC
fueron las etiquetas quimioluminiscentes que iban a ensayarse y a compararse con el compuesto de acridinio de
control NSP-DMAEHEG-glutarato.

Los compuestos de acridinio con alto rendimiento cuantico tienen rendimientos cuanticos superiores que el
compuesto de acridinio de control NSP-DMAE-HEG-glutarato, y se espera que mejoren el ensayo de TSH3 de Bayer
Diagnostics ACS:180®.

El ensayo de TSH3 de Bayer Diagnostics ACS:180® es un inmunoensayo de sandwich que usa un conjugado de
compuesto de acridinio quimioluminiscente de anticuerpo anti-TSH, para medicion de TSH (Thyroid Stimulating
Hormone, u hormona estimulante de tiroides) en una muestra.

Una muestra es un material que puede contener un analito o unos analitos. En referencia al ensayo de TSH3 de
Bayer Diagnostics ACS:180®, la muestra era suero que podia contener analito un analito es una sustancia o una
sustancias que pueden estar presentes en una muestra y que pueden cualitativa o cuantitativamente identificarse,
evaluarse, caracterizarse, detectarse o medirse en un ensayo.

En referencia al ensayo de TSH3 de Bayer Diagnostics ACS:180®, el analito es TSH. Tanto los compuestos de
acridinio con alto rendimiento cuantico como el compuesto de acridinio de control NSP-DMAE-HEG-glutarato fueron
etiquetas conjugadas con anticuerpos.

En referencia al ensayo de TSH3 de Bayer Diagnostics ACS:180®, habia dos anticuerpos, uno de los cuales estaba
etiquetado con el compuesto de acridinio y fue llamado el marcador, mientras que el otro estaba unido
covalentemente a una fase sélida de particulas paramagnéticas (PMP).

En el ensayo de TSH3 de ACS:180®, la mezcla de ensayo contiene muestra, marcador y fase soélida, y la reaccion
de ensayo es la accion del marcador y la fase solida sobre la muestra que puede contener analito. Puesto que el
marcador se enlaza al analito y el analito se enlaza a la fase sélida, se forma un ‘sandwich’ de tres partes: de
marcador, analito y fase sélida.

Por consiguiente, la presencia de analito en una muestra causara el enlazamiento del marcador a través del analito
con la fase sdlida en la mezcla de reaccion de ensayo, donde la cantidad de marcador enlazado con la fase sélida
depende de la cantidad de analito presente en la muestra.

El sistema Bayer Diagnostics ACS:180® efectué automaticamente los siguientes pasos para el ensayo de TSH3.
Primero, se dosificaron 200 mL de cada una de las 12 muestras a una cubeta separada. Una cubeta es un
contenedor Opticamente transparente o traslicido que contiene la mezcla de reaccion de ensayo y en el cual tiene
lugar la reaccion de ensayo. Las 12 muestras contienen cada una cantidades conocidas separadas de THS.

Las cantidades de TSH dadas como concentraciones en cada una de estas 12 muestras fueron 0, 0.002, 0.004,
0.010, 0.015, 0.020, 0.025, 0.030, 0.10, 1.0, 10 y 100 mlIU/L. A continuacion, el sistema Bayer Diagnostics
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ACS:180® dosificod los dos reactivos de ensayo juntos a cada cubeta y mezclé los reactivos de ensayo con la
muestra dentro de cada cubeta.

El primero de los dos reactivos de ensayo fue 0.100 mL de marcador, el cual contenia 0.22 picomoles de anticuerpo
anti-TSH conjugado con compuestos de acridinio. Tanto los compuestos de acridinio con alto rendimiento cuantico
como el compuesto de acridinio de control NSP-DMAE-HEG-glutarato se ensayaron por separado como etiquetas
conjugadas con el anticuerpo anti-TSH. La reaccion de ensayo se efectué durante 2.5 minutos a 37 °C.

El segundo de los dos reactivos de ensayo fue 0.225 mL de fase sélida, que era anticuerpo anti-TSH conjugado con
microparticulas paramagnéticas. La reaccion de ensayo se efectud por 5.0 minutos a 37°C. La reaccion de ensayo
siguio por un total de 7.5 minutos a 37°C.

El sistema Bayer Diagnostics ACS:180® acab¢6 el ensayo de TSH3 de ACS:180® separando magnéticamente la
fase solida de los otros reactivo de ensayo, retirando luego el fluido de la cubeta y lavando luego la fase soélida en la
cubeta con agua.

Se inicié quimioluminiscencia de compuesto de acridinio sobre la fase sélida con la subsiguiente emisién de luz, con
adiciones secuenciales de 0.30 mL de cada reactivo 1 de Bayer Diagnostics ACS:180® y reactivo 2 de Bayer
Diagnostics ACS:180®. El reactivo 1 de Bayer Diagnostics ACS:180® era acido nitrico de 0.1 M y peréxido de
hidrégeno al 0.5 %. El reactivo 2 de Bayer Diagnostics ACS:180® era hidroxido de sodio de 0.25 M y cloruro de
cetiltrimetilamonio al 0.05 %.

El sistema Bayer Diagnostics ACS:180® midié la quimioluminiscencia como unidades de luz relativas (RLUs) en
cada cubeta y cada cubeta corresponde a una muestra individual ensayada. En el ensayo, la cantidad de analito se
correlaciona con la cantidad de marcador que se enlazara a la fase soélida.

Por consiguiente, la cantidad de analito se correlaciona con el nimero de RLUs medidos por el sistema Bayer
Diagnostics ACS:180®. Esto significa que cuanto mayor sea la cantidad de analito TSH en una muestra, mayor sera
la cantidad de RLUs que se miden con respecto a cantidades mas bajas del analito TSH en una muestra donde se
miden menos RLUSs.

Las etiquetas compuesto de acridinio con alto rendimiento cuantico NSP-2,7-(OMTEG),-DMAE, NSP-2,7-(OMTEG),-
DMAEHEG-glutarato, = NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-AC y  NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-HEG-glutarato  dieron
quimioluminiscencia mejorada para todas las cantidades de analito.

Ruido es la porcion de quimioluminiscencia en un inmunoensayo de sandwich de una muestra que se debe al
marcador que se enlaza de modo especifico a la fase sélida y el cual se mide en muestras que no contienen analito.
Sefial es la porcién de la quimioluminiscencia debido al enlazamiento especifico del marcador a la fase sdlida
cuando el analito esta presente en la muestra.

La quimioluminiscencia total medida en el ensayo de TSH3 de Bayer Diagnostics ACS:180® para muestras que si
contienen analito es la suma de sefial mas ruido, donde la sefial se calcula como la diferencia de la
quimioluminiscencia total menos el ruido.

La sensibilidad de ensayo se define con frecuencia como la cantidad mensurable minima del analito. Para el ensayo
de TSH3 de Bayer Diagnostics ACS:180®, el cual es un inmunoensayo de sandwich, la sensibilidad es la cantidad
diferente de cero minimamente mensurable del analito. La cantidad distinta de cero minimamente mensurable de
analito es la cantidad de analito que corresponde a la luminiscencia minima medida que es mayor que la suma del
ruido mas dos desviaciones estandar del ruido.

En el ensayo de TSH3 de Bayer Diagnostics ACS:180®, sefal y ruido se determinaron para cada marcador
ensayado. La proporcion de la sefal dividida por el ruido en un inmunoensayo de sandwich para una cantidad
particular de analito es un indicador de la sensibilidad del inmunoensayo de sandwich. Cuanto mayor sea la
proporcion de sefial a radio para una cantidad particular de analito en un inmunoensayo de sandwich, mas distante
es la sefial correspondiente desde el ruido y mas capaz es el ensayo de medir la diferencia entre la sefial y el ruido.

En el actual ensayo, las etiquetas compuestos de acridinio con alto rendimiento cuantico NSP-2,7-(OMTEG),-DMAE,
NSP-2,7-(OMTEG),-DMAE-HEG-glutarato, NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-AC 'y NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-HEG-
glutarato dieron proporciones mejoradas de sefial a radio para cantidades de analito relativas a la etiqueta
compuesto de acridinio de control NSPDMAE-HEG-glutarato.

La mayor relacion de sefial a ruido generadas por las etiquetas compuestos de acridinio con alto rendimiento
cuantico tanto para las cantidades altas como particularmente para las cantidades bajas de TSH, relativas a los
compuestos de acridinio de control DMAE y NSP-DMAE-HEG-glutarato, indican un mejoramiento de sensibilidad
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para el ensayo de TSH3 de Bayer Diagnostics ACS:180® usando compuestos de acridinio con alto rendimiento
cuantico como etiquetas de inmunoensayo.

La pendiente de la linea generada para cada marcador usando el ensayo de TSH3 de Bayer Diagnostics ACS:180®
es un indicador de sensibilidad. Cuanto mayor sea la pendiente de la linea para un marcador o etiqueta particular en
un inmunoensayo de sandwich, mas distante es la sefial para una cantidad particular de analito del ruido y mas
capaz es el ensayo de medir la diferencia entre la sefial y ruido.

En el ensayo actual, las etiquetas compuestos de acridinio con alto rendimiento cuantico NSP-2,7-(OMTEG),-DMAE,
NSP-2,7-(OMTEG),-DMAE-HEG-glutarato, NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-AC y NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-HEG-
glutarato dieron pendientes mejoradas en relacidn con la etiqueta compuesto de acridinio de control NSP-DMAE-
HEG-glutarato.

Las pendientes mayores generadas por las etiquetas compuestos de acridinio con alto rendimiento cuantico tanto
para las cantidades altas como particularmente para las cantidades bajas de TSH, relativas a los compuestos de
acridinio de control DMAE y NSP-DMAE-HEGg|utarato, indican una mejora de sensibilidad para el ensayo de TSH3
de Bayer Diagnostics ACS:180® usando compuestos de acridinio de alto rendimiento cuantico como etiquetas de
inmunoensayo.

La sensibilidad de medidas para el ensayo de TSH3 de Bayer Diagnostics ACS:180® usando las etiquetas
compuestos de acridinio con alto rendimiento cuantico NSP-2,7-(OMTEG),-DMAE, NSP-2,7-(OMTEG),-DMAE-HEG-
glutarato, NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-AC y NSP-2,7-(OMHEG),-DMAE-HEG-glutarato se mejoraron en comparacion
con las sensibilidades medidas usando el compuesto de acridinio de control NSP-DMAE-HEG-glutarato.

La sensibilidad de ensayo se define con frecuencia como la cantidad minima mensurable de analito. En el actual
inmunoensayo de sandwich, la cantidad distinta de cero minima mensurable de analito es la cantidad de analito
correspondiente a la quimioluminiscencia minima medida que es mayor que la suma del ruido mas dos desviaciones
estandar del ruido.

Por ejemplo, en inmunoensayos de sandwich donde se dan las siguientes representaciones:
n = ndmero entero positivo mayor que 0.

x = la cantidad medida de analito correspondiente a y, donde x0 < x1 < x2 < x3 < ... < xn son cantidades medidas
sucesivamente mayores de analito.

y = la quimioluminiscencia medida para una cantidad de analito, representada por x, donde y0 <yl <y2<y3<..<

yn son valores sucesivamente mayores de quimioluminiscencia, medidos para x0 < x1 < x2 < x3 < ... < xn,
respectivamente.

x0 = una cantidad cero de analito o la cantidad de analito igual a cero.

y0 = la quimioluminiscencia medida para una cantidad de analito igual a cero, la cual es x0.

s = una desviacion estandar de yO0.

Luego, la sensibilidad = xn para yn > y0+2s, cuando n = el nUmero entero minimo, positivo, distinto de cero.

Los compuestos de acridinio con alto rendimiento cuantico mejoraron la sensibilidad del ensayo de TSH3 de Bayer
Diagnostics Acts:180® 1.5 a 7.5 veces al compararse con el compuesto de acridinio de control NSP-DMAE-HEG-
glutarato. El ejemplo establece que cuando se usan como etiquetas de inmunoensayo quimioluminiscente, la
emision de luz quimioluminiscente de los compuestos de acridinio con alto rendimiento cuantico mejora la
sensibilidad de inmunoensayos de sandwich.

Definiciones
Analogo: Un compuesto quimico con alguna similitud estructural con otro compuesto diferente.

Analito: Una sustancia 0 unas sustancias en una muestra que van a identificarse, evaluarse, caracterizarse,
detectarse o medirse en un ensayo.
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Ensayo: El método, la reaccion o el acto de identificacién, evaluacién, caracterizacién, deteccion o medicion,
cualitativas o cuantitativas, de las propiedades o de la cantidad de una sustancia, sustancias, analito o analitos o sus
partes; y es sinénimo de prueba.

Antigeno: Una sustancia que tiene la produccion de anticuerpos, o una respuesta de sistema inmune, generalmente
contra un determinante o unos determinantes especificos.

Anticuerpo (inmunoglobulinas, inmuno gamma globulina, inmuno globulina, inmuno suero globulina,
inmunoglobulina): una proteina que normalmente puede enlazar antigeno, produciendo de esta manera una
respuesta inmune.

Reaccion de ensayo: la accidn de reactivos de ensayo sobre una muestra en un ensayo.
Mezcla de reaccién de ensayo: una mezcla de muestra y reactivos de ensayo en un ensayo 0 reaccion de ensayo.

Soporte: una sustancia, generalmente una macromolécula, conjugada o acomplejada con uno o mas antigenos,
atomos, compuestos, epitopos, haptenos, iones, etiquetas, ligandos, moléculas, radicales o receptores.

Inmunoensayo competitivo (generalmente sinébnimo de ensayo de enlazamiento competitivo, ensayo del ligando,
ensayo de receptor de ligando, ensayo de hapteno, ensayo de enlazamiento de saturacion): Un subconjunto de
inmunoensayo donde la cantidad de receptor es menos que la cantidad de ligando y se basa en el enlazamiento
competitivo entre un ligando etiquetado (marcador) y ligando no etiquetado (analito) para un receptor, o con base en
el enlazamiento competitivo entre un ligando inmovilizado y un ligando no inmovilizado (analito) para un receptor
etiquetado.

Complejo: una unién no covalente de uno o mas atomos, moléculas, compuestos, iones por radicales con uno o mas
atomos, moléculas, compuestos, iones o radicales.

Complejamiento: formacién de un complejo.

Conjugado: el acto de una union covalente de una molécula o moléculas, compuesto 0 compuestos con uno 0 mas
atomos, moléculas, compuestos, iones o radicales que forman una nueva molécula.

Conjugacion: formacion de un conjugado.

Determinante: una molécula o caracteristica especifica sobre la superficie de un microbio o macromolécula que
provoca una respuesta inmune.

Epitopo: un sitio especifico sobre una macromolécula al cual puede enlazarse un anticuerpo especifico.

Hapteno: una pequefia molécula que no puede iniciar por si misma una respuesta inmune pero puede actuar como
un antigeno al acomplejarse o conjugarse con un soporte mas grande y de esta manera puede iniciar produccion
especifica de anticuerpo al cual puede enlazarse a continuacion.

Inmunoensayo heterogéneo: método de inmunoensayo que incluye pasos para separacion de sustancias enlazadas
de sustancias no enlazadas.

Inmunoensayo homogéneo: método de inmunoensayo que no tiene pasos para separacion de sustancias enlazadas
de sustancias no enlazadas.

Inmunoensayo: el método, la reaccion o el acto de identificacion, evaluacion, caracterizacién, deteccién o medicion,
cualitativas o cuantitativas, de las propiedades o de la cantidad de una sustancia o de un analito o de sus partes por
accion de un antigeno, epitopo, hapteno, ligando, soporte 0 macromolécula con un receptor que usualmente es un
anticuerpo u otro receptor bioldgico; y es sinénimo de ensayo inmunolégico o ensayo inmunoquimico.

Etiqueta: un atomo, molécula, compuesto, ion, radical o macromolécula que al conjugarse o acomplejarse en un
ligando o en un receptor permite cualitativa o cuantitativamente identificar, evaluar, detectar o medir un analito en un
ensayo.

Ligando: un atomo, moléculas, compuesto, ion o radical que se enlaza especificamente a una macromolécula (por
ejemplo, una hormona es un ligando para su receptor).

Macromolécula: una molécula grande con un peso molecular mayor a 1,000 daltons.
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Muestra: material biolégico que contiene potencialmente un analito o unos analitos.

Marcador: un reactivo de inmunoensayo hecho de un conjugado o complejo de una etiqueta con un ligando o un
receptor, el cual por accion de la etiqueta permite cualitativa o cuantitativamente identificar, evaluar, detectar o medir

un analito en un ensayo.

Receptor: una macromolécula que puede enlazar especificamente uno o varios antigenos, atomos, compuestos,
epitopos, haptenos, iones, etiquetas, ligandos, moléculas, radicales, otros receptores o marcadores.
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REIVINDICACIONES

1. Un inmunoensayo heterogéneo mejorado para la deteccién o cuantificacion de un analito usando un compuesto
de acridinio hidrofilico, con alto rendimiento cuantico, que contiene grupos funcionales donadores de electrones en la
posicion C-2 y/o la posicion C-7 del anillo de acridinio, donde el compuesto de acridinio con alto rendimiento cuantico
tiene un rendimiento de luz cuantico relativo mayor que 1 al compararse con un compuesto de acridinio
correspondiente sin grupos funcionales donantes de electrones en la posicion C-2 y/o C-7 del anillo de acridinio, en
cuyo caso el grupo funcional donantes de electrones se selecciona del grupo consistente en -OCH,CH2CH,SO3 y -
O(CH2CH;0),-CH>-CH,-OMe, donde n = 0-5.

2. El inmunoensayo heterogéneo de la reivindicacion 1, donde el compuesto de acridinio se selecciona del grupo
consistente en ésteres de acridinio y sulfonamidas de acridinio.

3. Un inmunoensayo heterogéneo de la reivindicacion 1 para la cuantificacion de un analito macromolecular que
comprende:

a) proporcionar un conjugado de una molécula de enlazamiento especifica para un analito macromolecular con el
compuesto de acridinio hidrofilico, quimioluminiscente, con alto rendimiento cudntico, que contiene grupos
funcionales donantes de electrones en la posicién C-2 y/o C-7 del anillo de acridinio;

b) proporcionar una fase sélida inmovilizada con una segunda molécula especifica para dicho analito
macromolecular;

¢) mezclar el conjugado, la fase sélida y una muestra que contiene el analito para formar un complejo de
enlazamiento;

d) separar el complejo de enlazamiento capturado sobre la fase sélida;

e) provocar la quimioluminiscencia del complejo de enlazamiento de d) adicionando reactivos que provocan
quimioluminiscencia,;

f) medir la cantidad de emisién de luz con un luminémetro; y

g) detectar la presencia o calcular la concentracion del analito mediante comparacion de la cantidad de luz emitida
de la mezcla de reaccién con una curva de respuesta de dosis estandar que relaciona la cantidad de luz emitida con
una concentracion conocida del analito.

4. El inmunoensayo heterogéneo de la reivindicacion 1 para la cuantificacion de un analito de molécula pequefia que
comprende los siguientes pasos:

(a) proporcionar un conjugado de un analito con el compuesto de acridinio hidrofilico, quimioluminiscente, con alto
rendimiento cuéntico, que contienen grupos funcionales donantes de electrones en la posicion C-2 y/o C-7 del anillo
de acridinio;

(b) proporcionar una fase sélida inmovilizada con una molécula de enlazamiento especifica para el analito;

(c) mezclar el conjugado, la fase sélida y una muestra en la que supuestamente esta contenido el analito para formar
un complejo de enlazamiento;

(d) separar el complejo de enlazamiento capturado sobre la fase sélida;

(e) provocar la quimioluminiscencia del complejo de enlazamiento de d) mediante adicion de reactivos que provocan
quimioluminiscencia,;

(f) medir la cantidad de luz con un luminémetro; y

(g) detectar la presencia o calcular la concentracion del analito comparando la cantidad de luz emitida de la mezcla
de reaccién con una curva de respuesta de dosis estandar que relaciona la cantidad de luz emitida con una
concentracion conocida del analito.

5. El inmunoensayo heterogéneo de la reivindicacion 1 para la cuantificacién de un analito de molécula pequefia que
comprende los siguientes pasos:
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(a) proporcionar una fase sélida inmovilizada con un analito o un analogo de analito;

(b) proporcionar un conjugado de una molécula de enlazamiento para el analito con el compuesto de acridinio
hidrofilico, quimioluminiscente, con alto rendimiento cuantico, que contienen grupos funcionales donantes de
electrones en la posicién C-2 y/o C-7 del anillo de acridinio;

(c) mezclar la fase sélida, el conjugado y una muestra en la que supuestamente esta contenido el analito para formar
un complejo de enlazamiento;

(d) separar el complejo de enlazamiento capturado sobre la fase sélida;

(e) provocar la quimioluminiscencia del complejo de enlazamiento de d) mediante adicién de reactivos que provocan
quimioluminiscencia;

() medir la cantidad de luz con un luminémetro; y

(g) detectar la presencia o calcular la concentracion del analito mediante comparacion de la cantidad de luz emitida
de la mezcla de reaccion con una curva de respuesta de dosis estandar que relaciona la cantidad de luz emitida con
una concentracion conocida del analito.

6. El inmunoensayo heterogéneo de la reivindicacion 1, donde el compuesto de acridinio hidrofilico, con alto
rendimiento cuantico, tienen la siguiente estructura:

donde,
R: es un alquilo, alquenilo, alquinilo o aralquilo que contiene hasta 20 heteroatomos;

Rz y R3 son iguales o diferentes y son hidrégeno, haluros o R donde R es un alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, o
aralquilo que contiene hasta 20 heteroatomos en posiciones distintas de C(2) y C(7);

W1y W, son iguales o diferentes grupos funcionales donantes de electrones.

A" es un contraion que se introduce para emparejarse con el nitrégeno cuaternario de dicho nicleo de acridinio, y se
selecciona del grupo consistente en CH3SO., FSOs;, CF3SO4, C4FeSOs, CH3CeHsSOs, haluro, CF;COO,
CH3HCOO', y NOs’;

X es oxigeno o nitrégeno;

de modo que cuando X es oxigeno, se omite Z e Y se selecciona del grupo consistente en un residuo arilo sustituido
de la formula:

fs o ¥Y=-N=CR,Ry)
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donde R4 y Rg son hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, alcoxilo (-OR), alquiltiol (-SR), o grupos -NR, donde R en
el nitrégeno pueden ser iguales o diferentes, R es un alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, o aralquilo que contiene hasta
20 heteroatomos, preferiblemente R4 y Rg son metilo, R4 y Rg pueden ser iguales o diferentes;

Rs y Ry son iguales o diferentes y son hidrogeno o igual es que R;
Re = -Ro-Ruo,

donde no se requiere Rq y es alquilo ramificado o de cadena recta, arilo sustituido o no sustituido o aralquilo que
contiene hasta 20 heteroatomos, y

Ri10 es un grupo de salida o un grupo funcional electrofilico unido con un grupo de salida seleccionado del grupo

consistente en:
RN ey A

SR SIS GRS
-~ HALURO —~R .

‘““"L:J? ,\")\,\Q :

-SOCl, -N3, -No*CI*,

2T =& A
AT

un haluro o -COOH,;
Rs y Re, y Rs y R7 son intercambiables;

Ri11 ¥ Ri2 son iguales que Rg definido arriba y pueden ser iguales o diferentes; y cuando X es nitrégeno, Y es igual
que Rg definido arriba, Z es -SO»-Y’, e Y’ es un grupo arilo sustituido o no sustituido o una cadena ramificada o recta.

7. El inmunoensayo heterogéneo de la reivindicacion 6, donde el compuesto de acridinio tienen la siguiente
estructura:

47



10

15

ES 2527059 T3

0" "Ry

Donde Ri3 es -OH, -O-N-succinimidilo, -NH-(CH>)s-C(O)-O-N-succinimidilo, NH-(C2H40)n-C2H4NH-C(0O)-(CH2)3-C(O)-
O-N-succinimidilo, donde n = 0 a 5, o NH-R-NHR, R es un alquilo, alquenilo, alquinilo o aralquilo que contiene hasta
20 heteroatomos; A" es un contraion que se introduce para emparejarse con el nitrégeno cuaternario de dicho nicleo
de acridinio, y se selecciona del grupo consistente en CH3SO4, FSO3, CF3S04, C4F9SO4, CH3CsH4SO3, haluro,
CF3COO, CH3COO, y NOs3™ vy X" es un contraion cargado positivamente para emparejarse con el residuo de
sulfonato y puede incluir H*, Na*, K*, o NH,".

8. El inmunoensayo heterogéneo de la reivindicacion 6, donde el compuesto de acridinio tienen la siguiente
estructura:

A

R1

|+

M,

x'
0" 505

o~ "o

0™ "Ri3

9. El inmunoensayo heterogéneo de la reivindicacion 6, donde el compuesto de acridinio tienen la siguiente
estructura:

A
R1
| +

oOhone

O Ris

donde R™ es -OH, -O-N-succinimidilo, -NH-(CHy>)5-C(0)-O-N-succinimidilo, -NH-(C2H40),-C2H4NH-C(O)-(CH2)s-
C(0O)-O-N-succinimidilo, donde n = 0 a 5, o NH-R-NHR, , R; es un alquilo, alquenilo, alquinilo o aralquilo que
contiene hasta 20 heteroatomos; A" es un contraion que se introduce para emparejarse con el nitrégeno cuaternario
de dicho nucleo de acridinio, y se selecciona del grupo consistente en CH3SO4, FSOs, CF3S04, C4FeSO4,
CH3CsHsSO3', haluro, CF3COOQO’, CH3sCOO', y NOs,yn=0ab5.
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10. El inmunoensayo heterogéneo de la reivindicacion 6, donde el compuesto de acridinio tienen la siguiente
estructura:

O\/)‘ ’(\’ 0};/\0Me

n
Me o O

Q Rya

donde Riz es -OH, -O-N-succinimidilo, -NH-(CH.)s-C(O)-O-N-succinimidilo, -NH-(C2H40)n-C2H4NH-C(O)-(CH2)s-
C(0)-O-N-succinimidilo donde n = 0 a 5, 0 -NH-R-NHR, , Ri1 es un alquilo, alquenilo, alquinilo o aralquilo que
contiene hasta 20 heteroatomos; A" es un contraion que se introduce para emparejarse con el nitrégeno cuaternario
de dicho nucleo de acridinio, y se selecciona del grupo consistente en CH3SO4, FSOs, CF3S04, C4FeSO4,
CH3CsH4SO3, haluro, CF3;COO°, CH3COO, y NOs,yn=0a5.

11. El inmunoensayo heterogéneo de la reivindicacion 6, donde el compuesto de acridinio tienen la siguiente
estructura:

12. El inmunoensayo heterogéneo de la reivindicacién 3, donde el analito macromolecular se selecciona del grupo
consistente en proteinas, acidos nucleicos, oligosacaridos, anticuerpos, fragmentos de anticuerpo, células, virus y
polimeros sintéticos.

13. El inmunoensayo heterogéneo de la reivindicacién 4, donde el analito de molécula pequefa se selecciona del
grupo consistente en esteroides, vitaminas, hormonas, medicamentos terapéuticos y péptidos pequerios.

14. El inmunoensayo heterogéneo de la reivindicacion 5, donde el analito de molécula pequefia se selecciona del
grupo consistente en esteroides, vitaminas, hormonas, medicamentos terapéuticos y péptidos pequerios.

15. El inmunoensayo heterogéneo de la reivindicacion 3, donde el analito macromolecular es hormona estimulante
de tiroides.

16. El inmunoensayo heterogéneo de la reivindicacion 4, donde el analito de molécula pequefia es teofilina.
17. El inmunoensayo heterogéneo de la reivindicacion 2, donde el compuesto de acridinio es un éster de acridinio.

18. El inmunoensayo heterogéneo de la reivindicacion 2, donde el compuesto de acridinio es una sulfonamida de
acridinio.
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FIG. 2A
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